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Μοριακή ανάλυση του γονιδίου DQA του μείζονος 
συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας (MHC) στα είδη 
Lepus europaeus και Lepus timidus
Περίληψη
Τα είδη Lepus europaeus και Lepus timidus, συνυπάρχουν στην Ελβετία, 
όπου συχνά υβριδίζονται. Η παρούσα ερευνητική προσπάθεια μελετά τον 
πολυμορφισμό που υπάρχει στο γονίδιο DQA του MHC σε αυτά τα δύο είδη. Τα 
γονίδια του MHC κωδικοποιούν μόρια τα οποία συμμετέχουν στις ανοσολογικές 
απαντήσεις. Ο γονιδιακός τόπος του ΜΗC αποτελεί τον πλέον πολυμορφικό 
ολόκληρου του γονιδιώματος. Για την καταγραφή του πολυμορφισμού 
χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της ανάλυσης πολυμορφισμών διαμόρφωσης ενός 
κλώνου (SSCP), η οποία είναι μία εύκολη αλλά μεγάλης ακρίβειας μέθοδος. Με τη 
μέθοδο SSCP βρέθηκαν 18 πρότυπα για το DQA του Lepus europaeus (15,5 % 
πολυμορφισμός, 8 αλληλόμορφα) και 8 πρότυπα για το DQA του Lepus timidus 
(10,4% ποικιλομορφία, 5 αλληλόμορφα). Τα αποτελέσματα αυτά δε συμφωνούν με μία 
άλλη ανάλυση που έγινε στο γονίδιο DRB στους ίδιους πληθυσμούς (το Lepus timidus 
παρουσίασε μεγαλύτερη ποικιλομορφία). Έτσι, θα πρέπει να αναζητηθούν οι αιτίες 
μείωσης της ποικιλομορφίας για το DQA στο Lepus timidus καθώς και να γίνει η 
σύγκριση με την ποικιλομορφία που παρουσιάζουν στα γονίδια του MHC άλλοι 
πληθυσμοί του ίδιου είδους ή ακόμη και άλλα είδη του γένους Lepus.
6
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 01:40:24 EET - 137.108.70.7
Εισαγωγή
Η έννοια της ειδογένεσης
Για να οριστεί και να κατανοηθεί η έννοια της ειδογένεσης είναι απαραίτητο 
να απαντηθεί το ερώτημα «τι είναι είδος». Σύμφωνα με το Mayr υπάρχουν 3 έννοιες 
για τον καθορισμό του είδους.
• Η τυπολονική έννοια του είδουσ. σύμφωνα με αυτή, εάν δύο οργανισμοί είναι 
μορφολογικά διακριτοί θεωρούνται δύο διακριτά είδη.
• Η un-γωοογοονική έννοια του είδουσ· άτομα ενός είδους θεωρούνται αυτά 
που βρίσκονται στην ίδια τοποθεσία την ίδια στιγμή. Θεωρείται δε δεδομένος 
ο χωροχρονικός διαχωρισμός του ενός είδους από ένα άλλο.
• Η έννοια rnc διασταύοωση€ υεταίύ των πληθυσυών: είδος θεωρείται μία 
ομάδα ατόμων που πραγματικά ή δυνητικά διασταυρώνονται μεταξύ τους. 
Έχει το πλεονέκτημα να είναι πολυδιάστατο ως προς το ότι πληθυσμοί που 
καταλαμβάνουν διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές ή ζουν σε διαφορετικές 
χρονικές περιόδους μπορούν να καταταγούν ως προς την ικανότητά τους να 
αναπαραχθ ούν.
Ειδογένεση είναι η εξελικτική διαδικασία με την οποία προκύπτουν νέα είδη. Οι 
γενετικοί φραγμοί στη διαειδική αναπαραγωγή ή απομονωτικοί μηχανισμοί, μπορεί να 
προκύψουν με διάφορους τρόπους και αντίστοιχα η ειδογένεση μπορεί να 
ταξινομηθεί σε διάφορες κατηγορίες. Η κυριότερη ταξινόμηση δίνει έμφαση στη 
γεωγραφική κλίμακα μέσα στην οποία μπορεί να συμβεί η ειδογένεση. Βάσει αυτής 
της ταξινόμησης υπάρχει η αλλοπάτρια, η παραπάτρια, η συμπάτρια και η περιπάτρια 
ειδογένεση. Όλοι οι τύποι ειδογένεσης έχουν συμβεί κατά τη διάρκεια της εξέλιξης 
αλλά παραμένει άγνωστη η σημασία του καθενός στη βιοποικιλότητα που έχει 
προκύψει.
Κατά τη διάρκεια της ειδογένεσης, δύο πληθυσμοί αποκλίνουν προς δύο 
διαφορετικές γενετικές καταστάσεις, οι οποίες δεν είναι συμβατές μεταξύ τους: είτε 
ένας χαρακτήρας, όπως η συζευκτική συμπεριφορά, διαφοροποιείται σε σημείο που
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είναι αδύνατη η διασταύρωση μεταξύ δύο πληθυσμών, είτε η αρμοστικότητα των 
υβριδίων είναι τόσο χαμηλή ώστε να παρεμποδίζεται η άμεση ροή των γονιδίων 
μεταξύ τους. Οι γενετικές θεωρίες για το πώς δύο πληθυσμοί που ξεκινούν από τον 
ίδιο αρχικό πληθυσμό φθάνουν τελικά σε διαφορετικές προσαρμογές είναι κυρίως 
δύο τύπων. Η μία ομάδα θεωριών, μπορεί να οριστεί ως ειδογένεση με βαθμιαία 
απόκλιση (Templeton 1981), και η άλλη ως ειδογένεση με γενετική επανάσταση.
Η διαδικασία της ειδογένεσης απαιτεί χρόνο, ο οποίος εξαρτάται από το 
είδος του οργανισμού και τη δομή του πληθυσμού που λαμβάνει χώρα. Υπάρχουν 
περιπτώσεις, στις οποίες πληθυσμοί, που έχουν απομονωθεί για πολλά εκατομμύρια 
χρόνια, έχουν υποστεί μικρή μορφολογική αλλαγή και εξακολουθούν να είναι 
αναπαραγωγικά συμβατοί. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελούν τα αμερικανικά και 
τα ευρασιατικά είδη πλατάνου του γένους Platanus (Stebbins 1950) τα οποία ενώ 
έχουν απομονωθεί για τουλάχιστον 20 εκατομμύρια χρόνια συνεχίζουν να δίνουν 
γόνιμους απογόνους. Σε κάποιες άλλες περιπτώσεις η ειδογένεση μπορεί να είναι μία 
πολύ γρήγορη διαδικασία. Πολλά ζεύγη πληθυσμών που απομονώθηκαν σε 
διαφορετικές περιοχές από τους παγετώνες του Πλειστόκαινου έχουν αναπτύξει 
κάποιο βαθμό αναπαραγωγικής απομόνωσης ύστερα από γεωγραφική απομόνωση 1,8 
εκατομμυρίων ετών, ενώ σε άλλες περιπτώσεις παρατηρείται ακόμη και η 
διαμόρφωση νέων ειδών από το Πλειστόκαινο μέχρι σήμερα, όπως το θηλαστικό 
Tha/arctos (πολική αρκούδα) και Microtus (αρουραίος), (Stanley, 1979). Ο ρυθμός 
της ειδογένεσης φαίνεται να επηρεάζεται και από τον τρόπο αναπαραγωγής του 
είδους και την οικολογία του. Ομάδες που έχουν πολύπλοκη ερωτοτροπική 
συμπεριφορά εμφανίζουν εξαιρετικά γρήγορη ειδογένεση, γιατί στις περιπτώσεις 
αυτές είναι εύκολο οι πληθυσμοί να αποκτήσουν ελαφρώς διαφορετικούς τρόπους 
συμπεριφοράς μέσω φυλοεπιλογής (Simpson, 1944).
Αλλοπάτρια ειδογένεση
Κατά την αλλοπάτρια ειδογένεση, ένας πληθυσμός χωρίζεται σε δύο 
γεωγραφικά απομονωμένους πληθυσμούς. Υπάρχουν δύο μοντέλα αλλοπάτριας 
ειδογένεσης. Σύμφωνα με το ένα από αυτά το προγονικό είδος διαιρείται σε δύο ίσα
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περίπου μισά (λόγω γεωγραφικού φραγμού κυρίως) καθένα από τα οποία καταλήγει 
σε νέο είδος. Οι τελευταίοι παγετώνες του Πλειστόκαινου λειτούργησαν ως τέτοιοι 
φραγμοί. Μία τέτοια διαδικασία λαμβάνει χώρα στις Ανδεις (Vuilleumier, 1975, 
1992). Στο δεύτερο μοντέλο από το προγονικό είδος απομονώνεται ένας 
περιφερειακός μικρός πληθυσμός και δημιουργεί ένα νέο είδος. Οι απομονωμένοι 
πληθυσμοί υφίστανται γενοτυπικές και φαινοτυπικές αλλαγές καθώς α) υπόκεινται 
σε διαφορετικές εξελικτικές πιέσεις και β) υφίστανται ανεξάρτητη γενετική 
παρέκκλιση. Όταν οι πληθυσμοί επανέλθουν σε επαφή θα έχουν εξελιχθεί έτσι ώστε 
να είναι αναπαραγωγικά απομονωμένοι και δε θα είναι πλέον ικανοί να ανταλλάξουν 
γονίδια.
Παραπάτρια ειδογένεση
Στην παραπάτρια ειδογένεση, οι ζώνες των δύο αποκλινόντων πληθυσμών 
είναι χωριστές αλλά επικαλύπτονται μερικώς. Οι πληθυσμοί μπορούν να 
διαφοροποιηθούν σε αναπαραγωγικά απομονωμένα είδη, αν υπάρχει ισχυρή επιλογή 
ως προς ένα ή περισσότερα γονίδια που ελέγχουν κάποια μορφή αναπαραγωγικής
απομόνωσης (Endler, 1977’ Barton & Charlesworth, 1984). Έτσι, άτομα από τα δύο 
είδη μπορεί να έρθουν σε επαφή, ωστόσο η μειωμένη αρμοστικότητα των 
ετεροζυγωτών οδηγεί σε επιλογή για συμπεριφορές ή μηχανισμούς που εμποδίζουν 
τη γονιμοποίηση μεταξύ των δύο ειδών.
Συμπάτρια ειδογένεση
Στη συμπάτρια ειδογένεση, τα είδη αποκλίνουν ενώ διαμένουν στο ίδιο μέρος. 
Παραδείγματα συμπάτριας ειδογένεσης υπάρχουν στα έντομα τα οποία γίνονται 
ανεξάρτητα σε διαφορετικά φυτά ξενιστές στον ίδιο χώρο. Η πολυπλοειδία είναι ένας 
μηχανισμός που συνεισφέρει στην πρόκληση γεγονότων συμπάτριας ειδογένεσης. 
Αυτός ο μηχανισμός οδηγεί σε ειδογένεση κυρίως στα φυτά. Συμβαίνει και στα ζώα 
όμως πολύ πιο σπάνια. Κυρίως συμβαίνει στα μαλάκια και τα έντομα, είδη που
αναπαράγονται ταυτόχρονα φυλετικά και παρθενογενετικά (Dobzhansky, 1940 
Mayr, 1969).
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Περιπάτρια ειδογένεση
Στην περιπάτρια ειδογένεση τα νέα είδη σχηματίζονται από απομονωμένους, 
μικρούς πληθυσμούς, οι οποίοι δεν ανταλλάσσουν γονίδια με τον κύριο πληθυσμό. 
Είναι συναφές με το φαινόμενο της αρχής του ιδρυτή, αφού συχνά μικροί πληθυσμοί 
προέρχονται από φαινόμενα στενωπού. Η γενετική παρέκκλιση συχνά έχει σημαντικό 
ρόλο στην περιπάτρια ειδογένεση. Το μοντέλο του Kaneshiro προτείνει ότι σημαντικό 
ρόλο στην περιπάτρια ειδογένεση η φυλετική επιλογή. Όταν οι πληθυσμοί υφίστανται 
στενωπούς προκύπτουν αρσενικά με λιγότερο ελκυστικά χαρακτηριστικά προς τα 
αρχικά θηλυκά, ενώ προκύπτουν και θηλυκά λιγότερο εκλεκτικά. Αυτό επιτρέπει την 
ανταλλαγή νέων γενετικών στοιχείων που θα εξελιχθούν σε χαρακτηριστικά του
νέου πληθυσμού (Oedeen & Florin, 2002 ’ Kaneshiro, 1989).
ΑΛΑοβάτρια ΤΤορβηάτρια Συμβάτρια
Αρχικοί
τιΑηθυσμοί
Αρχικό στάδιο ( Λ
ειδογένεσης
Σχηματισμός Νέα 
ΐίρβγμού οικοθέση
Γενετικός
noAugopfioyoc
Εξέλιξη της
ιναπαραγιωγ ικής ™ \J 
ΙΓΤΟΜ0νΐϋΟΤ|ζ Γεωγρα^η 
(ΤΠΟμόνίΑίοη
Διακριτά ί'ιδη 
μετά την %QJ) 
«ξισορρόπηση 
των νέων 
ρολών
Μέσα στη νέα Μέσα στον 
οίκοθέση πΛηδνομό
Εικόνα 1: Α)οι διάφοροι τύποι της ειδογένεσης, Β) το πρώτο σκίτσο του Κάρολου 
Δαρβίνου ενός εξελικτικού δέντρου από το έργο του για την απόδειξη της 
«μεταβλητότητας των ειδών» (1837).
Υβριδιακές ζώνες
Οι υβριδιακές ζώνες αποτελούν γεωγραφικές περιοχές όπου δύο πληθυσμοί 
που διαφέρουν σε ένα ή περισσότερα χαρακτηριστικά, διασταυρώνονται σε μικρότερο
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ή μεγαλύτερο βαθμό (Barton and Hewitt 1985 ' Harrison, 1993). Οι ζώνες αυτές 
θεωρούνται περιπτώσεις δευτερογενούς επαφής μεταξύ πληθυσμών που 
διαφοροποιήθηκαν αλλοπάτρια, αλλά δεν έχουν φτάσει σε κατάσταση ολοκληρωμένων 
ειδών. Ακόμα οι ζώνες αυτές είναι ένα απαραίτητο στάδιο για να λάβει χώρα 
παραπάτρια ειδογένεση.
Στις υβριδιακές ζώνες οι αλληλομορφικές συχνότητες ή οι συχνότητες των 
χρωμοσωμικών μορφών σχηματίζουν κλινή. Ένα κλινές μπορεί να προσδιοριστεί ως 
μία μεγάλη ή μικρή συνεχής γεωγραφική αλλαγή στη συχνότητα των αλληλομόρφων 
ενός μόνο γονιδίου, χρωμοσώματος ή χαρακτήρα. Τα κλινή των διαφόρων τόπων και 
χαρακτήρων που εμπλέκονται στην υβριδιακή ζώνη είναι συχνά «συμπίπτοντα» (τα 
κέντρα των κλινών είναι στην ίδια θέση) και σύμφωνα (έχουν όμοιο πλάτος και 
σχήμα). Η συμφωνία και η σύμπτωση των κλινών οφείλεται εν μέρει στην προέλευσή 
τους ως αποτέλεσμα δευτερογενούς επαφής μεταξύ των αποκλινόντων πληθυσμών 
και εν μέρει στη δυνατή ανισορροπία γαμετών που εγκαθιδρύεται σε όλο το 
γονιδίωμα επειδή οι πληθυσμοί στο κέντρο της υβριδιακής ζώνης λειτουργούν ως 
γνετικός φραγμός (Barton and Hewitt, 1985).
Ο γονιδιακός τόπος του MHC
Τα μόρια του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας (ΜΗC) είναι 
εξαιρετικής σημασίας. Από τα αρχαία χρόνια οι ιατρικοί παρατηρητές είχαν 
αντιληφθεί ότι το σώμα δείχνει να έχει δυνάμεις ώστε να προστατεύεται και να 
δείχνει ανθεκτικότητα στις ασθένειες. Σήμερα, γνωρίζουμε ότι το ανοσοποιητικό 
σύστημα είναι ο βιολογικός μηχανισμός άμυνας του σώματος που το προστατεύει από 
ξένους και βλαβερούς εισβολείς. Μόλις τον τελευταίο αιώνα ανακαλύφθηκαν τα 
συστατικά του ανοσοποιητικού συστήματος και ο τρόπος με τον οποίο λειτουργεί το 
σύστημα αυτό.
Το ανοσοποιητικό σύστημα προστατεύει το σώμα από πιθανώς βλαβερές 
ουσίες, αναγνωρίζοντας και απαντώντας στα αντιγόνα. Τα αντιγόνα είναι μεγάλα 
μόρια (συνήθως πρωτεΐνες) στην επιφάνεια των κυττάρων, ιοί, μύκητες ή βακτήρια. 
Οι ουσίες όπως οι τοξίνες (συστατικά που παράγονται από τα ζώα και από τα φυτά
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και είναι δηλητηριώδη για τον άνθρωπο· οι περισσότερες τοξίνες που είναι βλαβερές 
για τον άνθρωπο εκκρίνονται από μικροοργανισμούς όπως τα βακτήρια και οι ιοί), τα 
χημικά, τα φάρμακα και τα ξένα σωματίδια (όπως μία αγκίδα) μπορούν να είναι 
αντιγόνα.
Οι μηχανισμοί άμυνας του ξενιστή περιλαμβάνουν τη φυσική ανοσία, που 
μεσολαβεί στην αρχική φάση της προστασίας απέναντι στις λοιμώξεις, και την 
επίκτητη ανοσία που αναπτύσσεται πιο αργά και μεσολαβεί στο όψιμο αλλά και πιο 
αποτελεσματικό στάδιο άμυνας απέναντι στα μικρόβια. Η φυσική ή μη ειδική ανοσία 
αναφέρεται στο γεγονός ότι ο τύπος αυτός άμυνας του ξενιστή υπάρχει πάντα σε 
υγιή άτομα ώστε να εμποδίσει την είσοδο ή να απομακρύνει γρήγορα τους 
μικροοργανισμούς που εισήλθαν στους ιστούς του ξενιστή. Η επίκτητη ή ειδική 
ανοσία είναι ο τύπος άμυνας του ξενιστή που διεγείρεται από τους μικροοργανισμούς 
που εισβάλλουν στους ιστούς και προσαρμόζεται στην παρουσία μικροβιακών 
εισβολέων.
Υπάρχουν δύο τύποι επίκτητης ανοσίας, η χυμική ανοσία και η κυτταρική 
ανοσία. Στη χυμική ανοσία εξουδετερώνονται οι εξωκυττάριοι μικροοργανισμοί από 
τις πρωτεΐνες που ονομάζονται αντισώματα και παράγονται από τα Β λεμφοκύτταρα. 
Τα αντισώματα εκκρίνονται στα σωματικά υγρά και εξουδετερώνουν τους 
μικροοργανισμούς και τις τοξίνες τους. Στην κυτταρική ανοσία εξουδετερώνονται οι 
ενδοκυττάριοι μικροοργανισμοί και στη διαδικασία αυτή μεσολαβούν τα Τ- 
λεμφοκύτταρα. Μεταξύ των λεμφοκυττάρων, τα CD4+ Τ-λεμφοκύτταρα (ΤΗ) 
ονομάζονται βοηθητικά Τ-λεμφοκύτταρα επειδή βοηθούν τα Β-λεμφοκύτταρα να 
παράγουν αντισώματα και τα φαγοκύτταρα να καταστρέφουν τους μικροοργανισμούς 
που έχουν ήδη φαγοκυτταρώσει. Τα CD8+ Τ-λεμφοκύτταρα ονομάζονται 
κυτταροτοξικά Τ-λεμφοκύτταρα (Tc) επειδή φονεύουν κύτταρα που φέρουν 
ενδοκυττάριους μικροοργανισμούς (προκαλούν λύση των κυττάρων).
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Φυσική Ανοσία Φυσικά κυτταροκτόνα κύτταρα, μακροφάγα, ουδετερόφιλα
Ανοσοποιητι
Σύστημα Χυμική ανοσία -► Β-λεμφοκύτταρα------- ^Φονεύουν τους
ενδοκυττάριους μικροοργανισμούς
Επίκτητη ανοσία
ΤΗ-λεμφοκύτταρα------- ► Βοηθούν σε
αποτελεσματικές απαντήσεις της κυτταρικής 
και χυμικής ανοσίας
\ Tc-λεμφοκύτταρα------- ► Φονεύουν τους
εξωκυττάριους μικροοργανισμούς
Εικόνα 2: Σχηματική απεικόνιση του ανοσοποιητικού συστήματος.
Οι επίκτητες ανοσοαπαντήσεις ξεκινούν με την αναγνώριση του αντιγόνου 
από τους αντιγονικούς υποδοχείς τυυν Λεμφοκυττάρων. Οι αντιγονικοί υποδοχείς 
των Β λεμφοκυττάρων (τα αντισώματα) αναγνωρίζουν μία μεγάλη ποικιλία 
μακρομορίων (πρωτεΐνες, πολυσακχαρίτες, λιπίδια και νουκλεϊκά οξέα) αλλά και 
μικρομοριακές χημικές ουσίες. Τα περισσότερα Τ λεμφοκύτταρα μπορούν να 
αναγνωρίσουν μόνο πεπτιδικά τμήματα πρωτεϊνικών αντιγόνων και μόνο όταν 
παρουσιάζονται από εξειδικευμένα μόρια παρουσίασης, που βρίσκονται στα κύτταρα 
του ξενιστή.
Αυτός ακριβώς είναι ο ρόλος των μορίων του μείζονος συμπλέγματος 
ιστοσυμβατότητας (MHC). Η πλειονότητα των Τ λεμφοκυττάρων αναγνωρίζει 
πεπτιδικά αντιγόνα που είναι συνδεδεμένα με τα μόρια του μείζονος συμπλέγματος 
ιστοσυμβατότητας (ΜΗC) των αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων (APCs, δενδριτικά 
κύτταρα, μακροφάγα, λεμφοζιδιακά δενδριτικά κύτταρα) και παρουσιάζονται από 
αυτά.
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Εικόνα 3: Παρουσίαση των 
πεπτιδικών αντιγόνων από τα 
μόρια του MHC στον 
υποδοχέα του Τ κυττάρου.
To MHC ανακαλύφθηκε ως ο γενετικός τόπος που καθόριζε κατά κύριο λόγο 
την αποδοχή ή την απόρριψη ιστικών μοσχευμάτων από ένα άτομο σε άλλο. Με άλλα 
λόγια, τα άτομα που είναι πανομοιότυπα στους τόπους ΜΗC θα αποδεχθούν 
μοσχεύματα το ένα του άλλου, ενώ άτομα που διαφέρουν στους τόπους MHC θα 
απορρίψουν τα μοσχεύματα αυτά.
Οι γενετικοί τόποι του MHC είναι ένα σύνολο γονιδίων που βρίσκονται σε όλα 
τα θηλαστικά. Οι πρωτεΐνες MHC στον άνθρωπο ονομάζονται ανθρώπινα 
λευκοκυτταρικά αντιγόνα (HLA), επειδή πρώτα ανακαλύφθηκαν σαν αντιγόνα 
λευκοκυττάρων τα οποία ταυτοποιήθηκαν με ειδικά αντισώματα. Τα γονίδια που 
κωδικοποιούν τα μόρια αυτά αποτελούν το γενετικό τόπο HLA. Σε όλα τα είδη, ο 
τόπος MHC περιέχει δύο ομάδες εξαιρετικά πολυμορφικών γονιδίων, τα γονίδια του 
MHC τάξης I και II. Επιπλέον από τα πολυμορφικά γονίδια, ο τόπος MHC περιέχει 
πολλά μη πολυμορφικά γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες που εμπλέκονται στην 
παρουσίαση των αντιγόνων ενώ άλλα κωδικοποιούν πρωτεΐνες με άγνωστη 
λειτουργία.
Τα μόρια MHC τάξης I και II είναι μεμβρανικές πρωτεΐνες η καθεμία από τις 
οποίες περιέχει μία αύλακα σύνδεσης του πεπτιδίου στο αμινοτελικό τους άκρο. Αν 
και η σύνθεση των υπομονάδων των μορίων τάξης I και II είναι διαφορετική, η 
συνολική τους δομή μοιάζει πολύ.
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Μόριο τά^ις I Μόριο τάξης II
Εικόνα 4: Δομή των μορίων 
1,1 MHC τάξης I και II
Κάθε μόριο τάξης I (βρίσκονται στη μεμβράνη όλων των εμπύρηνων 
κυττάρων και παρουσιάζουν αντιγόνα στα κυτταροτοξικά Τ λεμφοκύτταρα) 
αποτελείται από μία α αλυσίδα, μη ομοιοπολικά συνδεδεμένη σε μία πρωτεΐνη τη β2- 
μικροσφαιρίνη, η οποία κωδικοποιείται εκτός του ΜΗC. Υπάρχουν τρία πολυμορφικά 
γονίδια τάξης I, τα HLA-A, HLA-B και HLA-C στον άνθρωπο. Τα αμινοτελικά 
τμήματα των περιοχών αΐ και α2 του μορίου MHC τάξης I σχηματίζουν μία αύλακα 
σύνδεσης του πεπτιδίου, η οποία είναι αρκετά μεγάλη ώστε να εφαρμόζουν πεπτίδια 
8 ως 11 αμινοξέων. Τα πεπτίδια που θα παρουσιαστούν στα Τ λεμφοκύτταρα 
συνδέονται στη βάση της αύλακας σύνδεσης του πεπτιδίου, ενώ ο υποδοχέας των Τ 
κυττάρων έρχεται σε επαφή με τις πλευρές της αύλακας. Τα πολυμορφικά αμινοξέα 
των μορίων τάξης I, δηλαδή τα αμινοξέα που διαφέρουν μεταξύ των μορίων MHC 
διαφορετικών ατόμων, εντοπίζονται στις περιοχές αΐ και α2 της α αλυσίδας. Η 
περιοχή α3 είναι σταθερή και περιέχει τη θέση σύνδεσης για το συνυποδοχέα CD8 
των Τ κυττάρων. Επομένως, τα CD8* Τ κύτταρα μπορούν να απαντήσουν μόνο σε 
πεπτίδια που παρουσιάζονται από μόρια MHC τάξης I, από τα μόρια δηλαδή με τα 
οποία συνδέεται ο συνυποδοχέας CD8.
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Κάθε μόριο MHC τάξης II (βρίσκονται μόνο στα Β Λεμφοκύτταρα, στα 
μακροφάγα και σε άλλα κύτταρα που παρουσιάζουν αντιγόνα στα Τ κύτταρα) 
αποτελείται από δύο αλυσίδες, τις α και β. Υπάρχουν τρεις ομάδες πολυμορφικών 
γονιδίων τάξης II, τα HLA-DR, HLA-DQ και HLA-DP. Κάθε υποπεριοχή του MHC 
τάξης II περιέχει ένα Α και ένα Β γονίδιο τα οποία κωδικοποιούν για μία αλυσίδα, 
την α και β αντίστοιχα. Τα αμινοτελικά τμήματα και των δύο αλυσίδων, οι περιοχές 
αΐ και βΐ, περιέχουν πολυμορφικά αμινοξέα και σχηματίζουν μία αύλακα αρκετά 
μεγάλη ώστε να εφαρμόζουν πεπτίδια μήκους 10 ως 30 αμινοξέων. Η μη 
πολυμορφική περιοχή β2 περιέχει τη θέση σύνδεσης του συνυποδοχέα CD4 των Τ
κυττάρων. Επειδή το CD4 συνδέεται με τα μόρια ΜΗC τάξης II, τα CD4+ Τ κύτταρα 
απαντούν μόνο σε πεπτίδια που παρουσιάζονται από μόρια MHC τάξης II.
Εικόνα 5: Ο γενετικός 
τόπος του MHC στον 
άνθρωπο. Κωδικοποιεί 
τα HLA γονίδια και είναι 
μία περιοχή 3.6 Mbp 
που βρίσκεται στο μικρό 
βραχίονα του
χρωμοσώματος 6.
Ένα από τα πιο σημαντικά χαρακτηριστικά των γονιδίων MHC είναι ότι η 
έκφρασή τους είναι συγκυρίαρχη, δηλαδή τα αλληλόμορφα που κληρονομούνται από 
κάθε γονέα εκφράζονται εξίσου. Επειδή υπάρχουν τρία πολυμορφικά γονίδια τάξης I, 
και κάθε άτομο κληρονομεί μία τριάδα από τα γονίδια αυτά από κάθε γονέα, κάθε 
κύτταρο μπορεί να εκφράσει μέχρι και έξι διαφορετικά μόρια MHC. Υπάρχουν επίσης 
τρεις ομάδες πολυμορφικών γονιδίων τάξης II, αλλά στην περίπτωση αυτή και η α 
και η β αλυσίδα είναι πολυμορφικές. Καθώς η α αλυσίδα από ένα αλληλόμορφο μπορεί 
να συνδυαστεί με τη β αλυσίδα από το άλλο αλληλόμορφο οι συνδυασμοί τους 
δημιουργούν ορισμένα «υβριδικά» μόρια τάξης II, έτσι ώστε να μπορούν να 
εκφραστούν 10 έως 20 διαφορετικά μόρια MHC.
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Τα γονίδια ΜΗC είναι εξαιρετικά πολυμορφικά, δηλαδή υπάρχουν πολλά 
διαφορετικά αλληλόμορφα σε διαφορετικά άτομα ενός πληθυσμού. Ο πολυμορφισμός 
είναι τόσο μεγάλος ώστε σε συνήθεις ανοιχτούς πληθυσμούς δεν υπάρχουν δύο 
άτομα με τα ίδια ακριβώς γονίδια και μόρια MHC. Επειδή τα πολυμορφικά αμινοξέα 
καθορίζουν ποια πεπτίδια θα παρουσιαστούν από κάθε μόριο MHC, η ύπαρξη 
πολλαπλών αλληλομόρφων εξασφαλίζει ότι τουλάχιστον κάποιο μέλος του 
πληθυσμού θα μπορεί να παρουσιάσει πρακτικά οποιοδήποτε αντιγόνο 
μικροοργανισμού. Έχει διατυπωθεί η υπόθεση ότι ο πολυμορφισμός έχει 
δημιουργηθεί εξελικτικά για να εξασφαλιστεί ότι ο πληθυσμός δε θα υποκύψει σε ένα 
νέο μικροοργανισμό ή σε ένα παλαιό μικροοργανισμό που έχει μεταλλαχθεί, γιατί 
τουλάχιστον κάποια άτομα θα είναι ικανά να εγείρουν αποτελεσματικές 
ανοσοαπαντήσεις κατά οποιουδήποτε πεπτιδίου.
Τα καλά μελετημένα γονίδια HLA είναι τα εννέα αποκαλούμενα κλασικά 
γονίδια MHC: HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DPA1, HLA-DPB1, HLA-DQA1, HLA- 
DQB1, HLA-DRA, και HLA-DRB1.
Προέλευση του MHC
Δεν υπάρχει ένας καθορισμένος πρόγονος για το αρχέτυπο γονίδιο του MHC. 
Σύμφωνα με μία υπόθεση τα γονίδια του MHC τάξης II εξελίχθηκαν πρώτα (Hughes 
ά Nei, 1993), ενώ μία άλλη υπόθεση υποστηρίζει ότι το MHC τάξης I προήλθε ως 
αποτέλεσμα ανασυνδυασμού ανάμεσα σε μία καρβοξυτελική περιοχή ανοσοσφαιρίνης 
και σε μία περιοχή πρόσδεσης πεπτιδίου της πρωτεΐνης θερμικού σοκ HSP70 
(Flajnik et al., 1991). Μία φυλογενετική ανάλυση υποστηρίζει ότι υπάρχει μία σχέση 
μεταξύ της α αλυσίδας των μορίων MHC τάξης II και της β2-μικροσφαιρίνης, καθώς 
και ανάμεσα στη β αλυσίδα των μορίων MHC τάξης II και της α αλυσίδας των 
μορίων MHC τάξης I (Hughes & Nei, 1993). Οι περισσότερες ενδείξεις 
υποστηρίζουν την υπόθεση ότι το προγονικό μόριο MHC είχε δομή όμοια με αυτή του 
μορίου τάξης II και από αυτό προήλθαν τα μόρια του MHC τάξης I(Hughes & Nei, 
1993 Lawlor et al., 1990 Klein et al., 1993). Αυτό ακόμα δεν εξηγεί τη φύση του 
πρώτου γονιδίου MHC. Υπάρχει η άποψη ότι οι κυτταροπλασματικές πρωτεΐνες Ν-
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CAM είναι οι έσχατοι πρόγονοι του επίκτητου ανοσοποιητικού συστήματος. Οι Ν- 
CAM του κοτόπουλου για τη νευρική οργανογένεση κατέχουν 4 περιοχές όμοιες με 
τη β2-μικροσφαιρίνη και είναι αυτή η περιοχή από την οποία προήλθε το επίκτητο 
ανοσοποιητικό σύστημα (Ohno, 1987). Ο χρόνος απόκλισης για τα γονίδια Α και Β 
της τάξης II του MHC υπολογίστηκε και βρέθηκε ότι είναι 446 έως 521 
εκατομμύρια χρόνια ανάλογα με τη μέθοδο (Hughes & Nei, 1990). Αυτό ταιριάζει με 
την παρατήρηση ότι στα αμφίβια, τα οποία διαχωρίστηκαν 370 εκατομμύρια χρόνια 
πριν, υπάρχουν Α και Β γονίδια MHC τάξης II (Kaufman et al., 1990). Η παρουσία 
γονιδίων όλων των τάξεων (I, II και III) στα αμφίβια του γένους Xenopus 
προτείνει ότι υπάρχει φυσική σύνδεση αυτών των περιοχών MHC που μπορεί να 
είναι ηλικίας 370 εκατομμυρίων χρόνων ή περισσότερο (Nonaka et al., 1997). Οι 
γενετικοί τόποι του MHC δεν υπάρχουν πάντα σε μία στενά συνδεδεμένη συστοιχία 
όπως στα θηλαστικά, αλλά μπορεί να βρεθούν σε δύο (π.χ. στο κοτόπουλο, Miller et 
al., 1994) ή σε περισσότερες συστοιχίες (π.χ. ψάρι Brachydanio rerio, Bingulac- 
Popovic et al., 1997).
To έμφυτο ανοσοποιητικό σύστημα είναι το μόνο αμυντικό σύστημα στα 
ασπόνδυλα. Υπάρχει και στα σπονδυλωτά αλλά ο κύριος μηχανισμός άμυνας στα 
σπονδυλωτά είναι το επίκτητο ανοσοποιητικό σύστημα και τα συστατικά του MHC, ο 
TCR και τα γονίδια των ανοσοσφαιρινών (και ένζυμα με δράση ρεκομπινάσης όπως το 
RAG1). Αυτά τα κύρια συστατικά του επίκτητου ανοσοποιητικού συστήματος λείπουν 
όχι μόνο στα ασπόνδυλα αλλά και στα πρωτόγονα άγναθα σπονδυλωτά (Klein et al.,
1998 ' Matsunaga et al., 1998). To επίκτητο ανοσοποιητικό σύστημα φαίνεται να 
εξελίσσεται από τα πιο πρωτόγονα γναθοστόματα σπονδυλωτά , δηλαδή, τους 
χονδριχθύες (καρχαρίες, σαλάχια) προς τα πάνω. Αν και διάφορα είδη, 
συμπεριλαμβανομένων των φυτών και των ασπόνδυλων έχουν γονίδια 
ιστοσυμβατότητας και γονίδια ορθόλογα με το MHC, το MHC σαν οργανωμένη 
μονάδα προκύπτει με την ειδογένεση των γναθοστόματων σπονδυλωτών (Kelley et 
al., 2004). Δεν υπάρχει κανένα μοριακό στοιχείο για να προταθεί ότι το 
ανοσοποιητικό σύστημα των σπονδυλωτών (και ιδιαίτερα τα μόρια MHC) 
συσχετίζεται εξελικτικά με το σύστημα «αλληλοαναγνώρισης» των ασπόνδυλων. Το
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ίδιο το MHC δεν υπάρχει στα άγναθα ψάρια (Klein et al., 1993 ' Matsunaga et al., 
1998). Τα μόρια MHC τάξης I και τάξης II υπάρχουν στους χονδριχθύες 
(καρχαρίες, Kasahara et al.( 1992 ' Okamura et al., 1997). Τα γενικά στοιχεία 
προτείνουν ότι το ΜΗC εξελίχθηκε μετά από το διπλασιασμό των γονιδίων βασικών 
λειτουργιών κάποια στιγμή, σύντομα μετά από την εξελικτική απόκλιση των άγναθων
σπονδυλωτών (Kasahara et al., 1996 Kasahara, Nakaya et al., 1996). Θεωρείται 
ότι ο διπλασιασμός επέτρεψε σε ένα αντίγραφο των γονιδίων για να συντηρήσει τα 
γονίδια βασικών λειτουργιών και το άλλο αντίγραφο να διαφοροποιηθεί.
Υπάρχει σαφώς ένα σύστημα MHC στα αμφίβια και τα πουλιά με πολλά 
χαρακτηριστικά του MHC των θηλαστικών (μια ενιαία γενετική περιοχή που 
κωδικοποιεί τα πολυμορφικά μόρια της τάξης I και της τάξης II) και ενδείξεις για 
πολυμορφικά μόρια τάξης I και II στα ερπετά. Εντούτοις, πολλές λεπτομέρειες 
διαφέρουν από τα θηλαστικά, και δεν είναι σαφές εάν αυτές απεικονίζουν κάποιο 
ιστορικό ατύχημα ή την επιλογή λόγω διαφορετικού τρόπου ζωής ή διαφορετικού 
περιβάλλοντος. Παραδείγματος χάριν, ο ενήλικος βάτραχος Xenopus έχει ένα 
δραστικό ανοσοποιητικό σύστημα με πολλές ομοιότητες με αυτό των θηλαστικών, 
πανταχού παρόντα μόρια τάξης I, αλλά μόρια τάξης II με ευρύτερη διανομή στους 
ιστούς από αυτή στον άνθρωπο, στο ποντίκι και στο κοτόπουλο. To Xenopus tadpole 
έχει μια περιορισμένη ανοσολογική απάντηση, κανένα μόριο τάξης I στην επιφάνεια 
των κυττάρων και μια διανομή μορίων τάξης II ανάλογη με αυτή των θηλαστικών. 
Το αμφίβιο axolotl (Ambystoma mexicanum) έχει μια πολύ φτωχή ανοσολογική 
απάντηση (σαν να μην υπάρχουν Τ βοηθητικά κύτταρα), μια ευρεία διανομή μορίων 
τάξης II και, για τα περισσότερα άτομα, κανένα μόριο τάξης I στην επιφάνεια των 
κυττάρων. Αυτά τα ζώα διαφέρουν επίσης εμφανώς στο επίπεδο πολυμορφισμού 
MHC. Θα ήταν άκρως διαφωτιστική η κατανόηση των μηχανισμών ρύθμισης των 
μορίων MHC κατά την οντογένεση και η κατανόηση των επιδράσεων που έχει το 
ανοσοποιητικό σύστημα στην επιβίωση αυτών των ειδών. Μία άλλη διαφορά από τα 
θηλαστικά είναι η παρουσία μορίων των οποίων η λειτουργία δεν έχει χαρακτηριστεί. 
Στον Xenopus και τα ερπετά, υπάρχουν δύο πληθυσμοί της α αλυσίδα τάξης I στην 
επιφάνεια των ερυθροκυττάρων, εκείνοι που συνδέονται με τη β2-μικροσφαιρίνη και
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εκείνοι που σχηματίζουν ομοδιμερή με δισουλφιδικούς δεσμούς (Kaufman et al., 
1990' Kelley et al., 2004).
Τα γονίδια MHC τάξης I δεν παρουσιάζουν ορθόΛογα γονίδια στα θηλαστικά 
των διαφορετικών τάξεων ενώ ορθόλογες σχέσεις έχουν βρεθεί μεταξύ των 
θηλαστικών στους γονιδιακούς τόπους τάξης II (Hughes & Nei, 1990). Ο γενετικός 
τόπος HLA-C έχει βρεθεί μόνο στον άνθρωπο, στο γορίλα και στο χιμπατζή αλλά όχι 
στον πίθηκο (Boyson et al., 1996). Οι περιοχές γονιδίων τάξης II φαίνεται να 
προκύπτουν πριν από το διαχωρισμό της τάξης των πλακουντοφόρων θηλαστικών. Ο 
αρχαιότερος πολυμορφικός γονιδιακός τόπος τάξης II εμφανίζεται να είναι ο HLA- 
DQA1 (Cyliensten & Erlich, 1989). Υπάρχουν στοιχεία ότι τα γονίδια MHC 
υπόκεινται σε μία διαδικασία γέννησης-και-θανάτου (Nei et al., 1997). Τα νέα 
γονίδια δημιουργούνται από τον επαναλαμβανόμενο διπλασιασμό γονιδίων και μερικά 
διπλά γονίδια διατηρούνται στο γονιδίωμα για πολύ ενώ άλλα απενεργοποιούνται ή 
γίνονται μη λειτουργικά από επιβλαβείς μεταλλαγές. Αυτό το γεγονός διαφωνεί με 
την προηγούμενη ιδέα ότι η ποικιλομορφία του MHC και η εξέλιξη του κυβερνώνται 
από την κοινή εξέλιξη των πολυγονιδιακών οικογενειών του μείζονος συμπλέγματος 
ιστοσυμβατότητας (MHC) και των ανοσοσφαιρινών (Ig). Τα αλληλόμορφα γονίδια 
φαίνονται να έχουν ένα γρήγορο κύκλο εργασιών. Η έλλειψη ανταλλαγής μεταξύ των 
αλληλομόρφων γονιδίων των ανθρώπων και των χιμπατζήδων προτείνει ότι 5 
εκατομμύρια έτη χωρισμού είναι επαρκή για να μεταλλαχθούν τα αλληλόμορφα του 
MHC. Αυτό σημαίνει ότι τα αλληλόμορφα γονίδια υποβάλλονται συνεχώς σε 
τροποποιήσεις κατά τη διάρκεια της διαειδικής εξέλιξής τους (Parham & Ohta, 
1996). Στις μελέτες ινδιανικών πληθυσμών, η εμφάνιση των νέων ανασυνδυασμένων 
αλληλομόρφων γονιδίων HLA-B συνοδεύεται από απώλεια θεμελιωμένων 
αλληλομόρφων γονιδίων (Parham et al., 1997).
Ποικιλομορφία του MHC
Ένα από τα πιο εντυπωσιακά χαρακτηριστικά γνωρίσματα του MHC, ιδιαίτερα 
στους ανθρώπους, είναι η καταπληκτική ποικιλομορφία αλληλομόρφων που υπάρχει, 
και ειδικά μεταξύ των εννέα κλασικών γονιδίων. Στους ανθρώπους, οι εμφανώς πιο
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διαφορετικοί γονιδιακοί τόποι, HLA-A, HLA-B, και HLA-DRB1, έχουν κατά 
προσέγγιση 250, 500, και 300 γνωστά αλΛηλόμορφα αντίστοιχα, ποικιλομορφία 
αληθινά εξαιρετική στο ανθρώπινο γονιδίωμα. Και ίσως ακόμα πιο αξιοπρόσεκτο 
είναι ότι πολλά από αυτά τα αλληλόμορφα είναι αρκετά αρχαία: Είναι συχνή η 
περίπτωση όπου ένα αλληλόμορφο από ένα συγκεκριμένο γονίδιο HLA συσχετίζεται 
περισσότερο με ένα αλληλόμορφο γονίδιο που βρίσκεται στους χιμπατζήδες από ότι 
με ένα άλλο ανθρώπινο αλληλόμορφο γονίδιο από τον ίδιο γονιδιακό τόπο! Ακόμη, τα 
επίπεδα ετεροζυγωτίας που παρατηρούνται στα γονίδια του συγκεκριμένου τόπου 
είναι ιδιαίτερα ψηλά, πολλές φορές 80-90%. Υπάρχουν τέσσερις διαφορετικές 
υποθέσεις για να εξηγηθεί αυτός ο υψηλός βαθμός πολυμορφισμού: 1) υψηλός 
ρυθμός μεταλλάξεων, 2) γονιδιακή μετατροπή, 3) ισοζυγούσα επιλογή και 4) συχνο- 
εξαρτώμενη επιλογή.
Η ισοζυγούσα επιλογή αναφέρεται σε μηχανισμούς της φυσικής επιλογής οι 
οποίοι προσπαθούν να διατηρήσουν τους γενετικούς πολυμορφισμούς (ή τα πολλαπλά 
αλληλόμορφα) μέσα σε έναν πληθυσμό. Η ισοζυγούσα επιλογή έρχεται σε πλήρη 
αντίθεση με την κατευθύνουσα επιλογή η οποία ευνοεί ένα μόνο αλληλόμορφο και 
προάγει την ομοιομορφία. Ένας ισορροπημένος πολυμορφισμός είναι μία κατάσταση 
στην οποία η ισοζυγούσα επιλογή μέσα σε ένα πληθυσμό είναι ικανή να διατηρεί 
σταθερές τις συχνότητες δύο ή περισσότερων φαινοτύπων. Αξίζει να σημειωθεί ότι 
η ισοζυγούσα επιλογή δεν καταλήγει πάντα σε μία ορατή φαινοτυπική διαφορά.
Η κατανομή του προτύπου του πολυμορφισμού της ακολουθίας στα γονίδια 
MHC τάξης I στον άνθρωπο και στον ποντικό παρέχει ενδείξεις για τέσσερις 
παράγοντες που συνεργάζονται και συμβάλλουν στη δημιουργία και διατήρηση των 
πολλαπλών αλληλομόρφων που χαρακτηρίζει το γονιδιακό τόπο του MHC. Αυτοί 
περιλαμβάνουν: 1) μια σταδιακή συσσώρευση τυχαίων μεταλλάξεων κατά τη διάρκεια 
του εξελικτικού χρόνου αλλά όχι ένα ασυνήθιστα υψηλό αριθμό μεταλλάξεων, 2) 
αρνητική επιλογή των μεταλλάξεων που συμβαίνουν στις περιοχές που 
αλληλεπιδρούν με τον υποδοχέα των Τ κυττάρων, καθώς και σε περιοχές που 
αλληλεπιδρούν με κοινά χαρακτηριστικά των αντιγόνων, 3) θετική επιλεκτική πίεση 
με στόχο τη διατήρηση της ποικιλομορφίας και της ετεροζυγωτίας στις περιοχές
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αναγνώρισης του αντιγόνου και 4) περιοδικός ενδογονιδιακός (μεταξύ των 
αλληλομόρφων) και διαγονιδιακός ανασυνδυασμός μεταξύ των γονιδίων του MHC της 
τάξης I.
Πρέπει να τονιστεί ότι η εξελικτική αλληλεπίδραση μεταξύ των μεταλλάξεων 
και του ανασυνδυασμού ποικίλει μεταξύ των διαφόρων γονιδίων του ΜΗC, ακόμη και 
για διάφορες υποπεριοχές μερικών γονιδίων (Parham Ρ, 1996' Hughes & Nei, 1988' 
Hughes & Nei, 1989). Η κύρια πηγή για την ποικιλομορφία των γονιδίων του MHC 
είναι οι σημειακές μεταλλάξεις αλλά ο ρυθμός μεταλλαξιγένεσης δεν είναι
υψηλότερος στο MHC από το υπόλοιπο γονιδίωμα (Lawlor et al., 1988 Parham et 
al., 1995). Εξαιτίας του διαειδικού πολυμορφισμού, η συσσώρευση των σημειακών 
μεταλλάξεων για εκατομμύρια χρόνια κατέληξε σε ένα εκτεταμένο πολυμορφισμό. Σε 
αντίθεση, η γονιδιακή μετατροπή παρήγαγε τουλάχιστον 80 νέα αλληλόμορφα τάξης 
I μετά το διαχωρισμό του Homo και ο ρυθμός της μετατροπής είναι πολύ 
μεγαλύτερος από αυτόν των σημειακών μεταλλάξεων (Zangenberg, 1995).
Η επιλογή που εξαρτάται από τους παθογόνους παράγοντες ευνοεί τη 
γενετική ποικιλομορφία του MHC μέσω του πλεονεκτήματος των ετεροζυγωτών και 
της συχνο-εξαρτώμενης επιλογής (Potts <& Wakeland, 1993). Η επιλογή ευνοεί 
σπάνιους γενοτύπους του MHC, καθώς είναι πιθανό οι παθογόνοι μικροοργανισμοί 
να έχουν αναπτύξει μηχανισμούς διαφυγής από την εξαρτώμενη από το MHC 
ανοσολογική απάντηση που κωδικοποιείται από τους κοινούς γενοτύπους του MHC 
(Potts <& Slev, 1995).
Υπάρχουν διάφοροι άλλοι σημαντικοί μηχανισμοί (που δεν είναι αποκλειστικοί 
μέσα σε οποιοδήποτε δεδομένο πληθυσμό) με τους οποίους συντηρείται αυτή η 
ποικιλία και μπορεί συνεπώς να παραχθεί ένας ισορροπημένος πολυμορφισμός. Ένας 
λιγότερο καλά μελετημένος εξελικτικός μηχανισμός είναι η περιβαλλοντική 
ετερογένεια.
Η ετερογένεια του περιβάλλοντος μπορεί να οδηγήσει σε εξισορροπημένους 
πολυμορφισμούς, αλλά μόνο κάτω από ορισμένες συνθήκες. Γενικά, η περιβαλλοντική 
ετερογένεια τείνει να διατηρήσει τον πολυμορφισμό ευκολότερα αν είναι αδρής παρά 
λεπτής κατανομής, και αν το περιβάλλον ποικίλλει στο χώρο παρά στο χρόνο. Σε
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όλες τις περιπτώσεις, βασική προϋπόθεση είναι ότι οι διαφορές στη αρμοστικότητα 
είναι αρκετά μεγάλες και ότι κυμαίνονται μέσα σε όρια που καθορίζονται από τη 
συχνότητα των περιβαλλοντικών διακυμάνσεων.
Ο γονιδιακός τόπος του MHC έχει μελετηθεί εκτεταμένα και έχουν γίνει 
πολλές έρευνες για την εύρεση της ποικιλομορφίας του. Έχει πλέον αποδειχθεί ότι ο 
γενετικός αυτός τόπος αποτελεί τον πλέον πολυμορφικό ολόκληρου του 
γονιδιώματος.
Το γονίδιο DQA
To HLA-DQA1 ανήκει στην τάξη II του HLA και κωδικοποιεί την άλφα 
αλυσίδα. Τα μόρια τάξης II είναι ετεροδιμερή που αποτελείται από μία άλφα (DQA) 
και μία βήτα αλυσίδα (DQB), όπου και οι δύο προσδένονται στη μεμβράνη. 
Διαδραματίζει έναν κεντρικό ρόλο στο ανοσοποιητικό σύστημα με την παρουσίαση 
των πεπτιδίων που προέρχονται από τις εξωκυττάριες πρωτεΐνες. Τα μόρια τάξης 
II εκφράζονται στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (APC: β-λεμφοκύτταρα, 
δενδριτικά κύτταρα, μακρόφαγα). Η άλφα αλυσίδα είναι περίπου 33-35 kDa. 
Κωδικοποιείται από 5 εξόνια· το εξόνιο 1 κωδικοποιεί το πρώτο τμήμα του 
πεπτιδίου, τα εξόνια 2 και 3 κωδικοποιούν τις δύο εξωκυττάριες περιοχές, και το 
εξόνιο 4 κωδικοποιεί τη διαμεμβρανική περιοχή και την κυτταροπλασματική ουρά. 
Μέσα στο μόριο DQ και η άλφα αλυσίδα και η βήτα αλυσίδα περιέχουν τους 
πολυμορφισμούς που καθορίζουν τις δεσμευτικές ιδιότητες των πεπτιδίων, 
καταλήγοντας σε τέσσερα διαφορετικά μόρια (2 γονίδια DQA και 2 γονίδια DQB). Η 
καταγραφή αυτών των πολυμορφισμών γίνεται συνήθως για τη μεταμόσχευση μυελών 
των οστών (Hughes & Nei, 1990).
Σύμφωνα με έρευνες που έχουν γίνει στα πρωτεύοντα το μεγαλύτερο μέρος 
της ποικιλομορφίας των αλληλομόρφων που παρατηρείται στο γονίδιο DQA1, σε 
αντίθεση με την εξέλιξη του DQB1 και του DRB1, προηγείται της ειδογένεσης των 
ανθρωποειδών και ο ρυθμός συσσώρευσης των αμινοξικών αντικαταστάσεων είναι 
συγκρίσιμος με αυτόν που παρατηρείται σε άλλα πυρηνικά γονίδια. Η διατήρηση του 
πολυμορφισμού του DQA1 οφείλεται κυρίως είτε στην υπερκυριαρχία (οι
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ετεροζυγώτες έχουν τη μεγαλύτερη φαινοτυπική τιμή) είτε στη συχνο-εξαρτώμενη 
επιλογή των αρχικών αλληλομόρφων και όχι σε ένα μηχανισμό που παράγει νέα 
αλληλόμορφα με ανασυνδυασμό των ήδη υπαρχόντων αλληλομόρφων (Gyllensten et 
al., 1989).
Η περιοχή DQ υπάρχει και στο γονιδίωμα του σκύλου (DLA-DQ περιοχή) 
στην οποία υπάρχει ένα γονίδιο DQA και δύο γονίδια DQB (ένα από τα οποία είναι 
ψευδογονίδιο). Σε αντίθεση με την ανθρώπινη περιοχή DQ δεν υπάρχει DQA 
ψευδογονίδιο. Η οργάνωση των γονιδίων της DLA-DQ είναι όμοια με αυτή της HLA- 
DQ ενώ παρατηρείται και ομοιότητα μεταξύ των ιντρονίων και των προαγωγέων. 
Όπως και στον άνθρωπο τα εξόνια 2 και 3 είναι τα περισσότερο πολυμορφικά ενώ 
έχουν καταγραφεί 10 αλληλόμορφα του DQA. Μελέτη που έγινε σε 330 σκύλους στο 
εξόνιο 2 του DQA με τη μέθοδο SSOP (sequence-specific oligonucleotide probing) 
ανίχνευσε 8 από τα 10 ήδη γνωστά γονίδια και αποκάλυψε και την ύπαρξη ενός νέου 
αλληλομόρφου (Kennedy et al. 2000).
Το γονίδιο DQA του κουνελιού είναι ιδιαίτερα πολυμορφικό και σε αντίθεση 
με όσα αναφέρονται για άλλα θηλαστικά υπάρχει σε ένα μόνο αντίγραφο. Παρόλο που 
η γραμμική διάταξη των γονιδίων του MHC στο κουνέλι διαφέρει από αυτή των 
άλλων ειδών η γενετική σύστασή της (RLA-MHC) είναι παρόμοια με αυτή του 
ανθρώπου και άλλων θηλαστικών. Υπάρχουν 5 γνωστά αλληλόμορφα του RLA-DQA 
ενώ ένα επιπλέον ανακαλύφθηκε με τη μέθοδο SSCP (Fain et al., 2001). Η έλλειψη 
αναδιπλασιασμού του RLA-DQA και ο χάρτης σύνδεσης του MHC του κουνελιού το 
διαχωρίζει από τα υπόλοιπα θηλαστικά και υποδεικνύει ότι το MHC του κουνελιού 
συνδέεται πιο στενά με αυτό του βατράχου και του ψαριού Brachydanio rerio. 
Αντίθετα, δομικά δεδομένα υποδεικνύουν τη στενή σχέση του MHC του κουνελιού με 
αυτό του ανθρώπου και άλλων θηλαστικών.
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Τα είδη Lepus europaeus και Lepus timidus
Η συστηματική κατάταξη των ειδών L.europaeusκαι L.timidus είναι η εξής:
Βασίλειο: Ζώων 
Φύλο: Χορδωτά 
Υπόφυλο: Σπονδυλωτά 
Κλάση: Θηλαστικά 
Τάξη: Λαγόμορφα 
Οικογένεια: Leporidae 
Γένος: Lepus 
Είδος: europaeus
Εικόνα 6: Lepus 
europaeus.
Βασίλειο: Ζώων 
Φύλο: Χορδωτά 
Υπόφυλο: Σπονδυλωτά 
Κλάση'· Θηλαστικά 
Τάξη: Λαγόμορφα 
Οικογένεια: Leporidae 
Γένος: Lepus 
Είδος: timidus
Εικόνα 7; Lepus 
timidus.
Στο γένος Lepus ανήκουν και τα υπόλοιπα είδη:
Lepus alleni (antelope jackrabbit)
Lepus americanus (snowshoe hare)
Lepus arcticus (Arctic hare)
Lepus brachyurus (Japanese hare)
Lepus calif'ornicus (black-tailed jackrabbit) 
Lepus callotis{white-sided jackrabbit)
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Lepus capensis (Cape hare)
Lepus castroviejoi (broom hare)
Lepus comus (Yunnan hare)
Lepus coreanus (Korean hare)
Lepus corsicanus (Corsican hare)
Lepus europaeus (European hare)
Lepus fagani(Ethiopian hare)
Lepus flavigularis (Tehuantepec jackrabbit) 
Lepusgranatensis (Granada hare)
Lepus hainanus (Hainan hare)
Lepus insularis (black jackrabbit)
Lepus mandshuricus (Manchurian hare) 
Lepus nigricollis (Indian hare)
Lepus oiostolus (woolly hare)
Lepus othus (Alaskan hare)
Lepuspeguensis (Burmese hare)
Lepus saxatilis (scrub hare)
Lepus sinensis (Chinese hare)
Lepusstarcki (Ethiopian highland hare) 
Lepus timidus (mountain hare)
Lepus tolai (Tolai hare)
Lepus townsendii(white-tailed jackrabbit) 
Lepus yarkandensis (Yarkand hare)
Lepus victoriae (Af rican savanna hare)
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Βιολογία του Lepus europaeus
Πεοιογέο διαύίωσηο: η φυσική κατανομή του ευρωπαϊκού λαγού περιλαμβάνει 
τη Μεγάλη Βρετανία και τη δυτική Ευρώπη και εκτείνεται ως τη Μέση Ανατολή της 
κεντρικής Ασίας (Lincoln, 1974 ' Broekhuizen et al., 1980 ‘ Caillol et al., 1989 ' Poli 
et al., 1991). Ωστόσο, έχει εισαχθεί από τον άνθρωπο στην βόρεια και κεντρική 
Αμερική (Bonino et al., 1997) και στην Αυστραλία (Bonino et al., 1997 Caillol et al., 
1989 Lincoln, 1974).
Κατοικία: οι ευρωπαϊκοί λαγοί προτιμούν τους αγρούς και τα λιβάδια που 
περιφράσσονται και τις περιοχές υλοτόμησης που βρίσκονται κοντά σε 
καλλιεργήσιμες εκτάσεις (Peterson, 1966 ' Bansfield, 1974 ' William and Whitaker, 
1943).
Φυσική πεοινοαίΰή: έχουν συνολικό μήκος 600-750mm. Το βάρος τους 
ποικίλλει από 3 έως 5 κιλά. Τα αυτιά τους είναι μακριά με μήκος 94-102mm και είναι 
γκρίζα στο εσωτερικό τους. Το τρίχωμα και το πρόσωπό τους είναι καστανό. Η ουρά 
τους έχει μήκος 72-110mm και είναι μαύρη στην κορυφή και άσπρη στο κάτω μέρος 
της (Peterson, 1966 ' Hall et al., 1959). To χειμώνα ο ευρωπαϊκός λαγός δεν 
αλλάζει το τρίχωμά του σε άσπρο αλλά το τρίχωμα γίνεται ελαφρά πιο γκρι. Δεν 
υπάρχει αξιοσημείωτος φυλετικός διμορφισμός (Peterson, 1966 ' Bansfield, 1974 ' 
Dragg 1974).
Αναπαοανωνή: η αναπαραγωγική περίοδος του Lepus europaeus είναι μεταξύ 
Ιανουάριου/ Φεβρουάριου και Ιουνίου/ Ιουλίου (Peterson, 1966 ' Bansfield, 1974). 
Η περίοδος κυοφορίας κυμαίνεται από 30 έως 42 ημέρες. Ο απογαλακτισμός 
υπολογίζεται ότι διαρκεί ένα μήνα (Broekhuizen et al., 1980' Bansfield, 1974). Οι 
λαγοί γίνονται αναπαραγωγικά ώριμοι μετά από 8 έως 12 μήνες. Η μητέρα για να 
προστατέψει τα νεογέννητα, τα σκορπίζει σε μία μεγάλη περιοχή και στη συνέχεια 
κάνει κύκλους για να τα φροντίσει (Peterson 1966' Bansfield, 1974).
Συυπερ/φοοά: οι ευρωπαϊκοί λαγοί είναι κυρίως μοναχικά ζώα με εξαίρεση 
την περίοδο του ζευγαρώματος. Μπορούν να βλέπουν καλά ακόμη και σε χαμηλό 
φωτισμό και είναι νυκτόβιοι. Παραμένουν ενεργοί όλη τη διάρκεια του χρόνου.
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Έχουν ιδιαίτερα αναπτυγμένη την αίσθηση της όρασης, της ακοής και της όσφρησης. 
Υπό την απειλή κάποιου θηρευτή έχουν την ικανότητα να τρέξουν πολύ γρήγορα και 
να αλλάξουν κατεύθυνση εάν αυτό χρειαστεί. Είναι πολύ γρήγοροι και μπορούν να 
τρέξουν και με 60km/h στην ευθεία. Οι θηρευτές τους είναι οι αλεπούδες, οι λύκοι, 
τα γεράκια και οι κουκουβάγιες (Peterson 1966' Bansfield, 1974).
Εικόνα 8: Λαγοί 
που ανήκουν στο 
είδος Lepus 
europaeus.
Διατοοιοικέό συνήθειεο: είναι ζώα φυτοφάγα και τρώνε χορτάρι και καρπούς 
δέντρων το καλοκαίρι. Το χειμώνα τρέφονται με κλαριά, βλαστούς και θάμνους 
(Peterson 1966 ' Bansfield, 1974' William and Whitaker, 1943).
Οικονουική σηυασία via τον άνθρωπο: στην Αργεντινή και στην Αυστραλία 
αποτελεί πρόβλημα εξαιτίας της γρήγορης αναπαραγωγής και τη ζημιογόνο δράση 
του στις καλλιέργειες (Bonino et al., 1997 Bansfield, 1974' William and Whitaker, 
1943). Στην Ευρώπη και στη Βόρεια Αμερική αποτελεί θηρεύσιμο είδος καθώς το 
κρέας του είναι εξαιρετικής ποιότητας (Bansfield, 1974 ' William and Whitaker, 
1943).
Βιολογία του Lepus timidus
Πεοιονέε διαΡίωσηα· ο Lepus timidus έχει μία γενική ζώνη διαβίωσης που 
καλύπτει περιοχές της Pale arctic (Angerbojorn and Flux, 1995 ' Corbet and 
Harris, 1991).
Κατοικία: οι λαγοί αυτού του είδους έχουν τρεις κύριους τύπους κατοικίας: 
την τούνδρα, τα δάση και τους χερσότοπους της Σκοτίας και της Ιρλανδίας. Μεγάλοι 
πληθυσμοί λαγών συναντώνται σε μεταβατικές ζώνες όλων αυτών των
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ενδιαιτημάτων. Κατά τη διάρκεια του χειμώνα μεταναστεύουν σε περισσότερο 
προφυλαγμένες περιοχές (Ognev, 1966).
Φυσική πεοινοαιοή· τα άτομα που ανήκουν στο είδος Lepus timidus διαφέρουν 
μεταξύ τους κυρίως λόγω του ενδιαιτήματος και του υψόμετρου στο οποίο κατοικούν. 
Το μήκος του σώματός του κυμαίνεται από 430-610mm η ουρά τους έχει μήκος από 
40-70mm. Οι αλλαγές στο χρώμα τους βάσει της φωτοπεριόδου περιλαμβάνουν 3 
περιόδους. Κατά την πρώτη περίοδο, από τον Ιούνιο έως το Σεπτέμβριο, το τρίχωμα 
μετατρέπεται από καστανό σε καστανό (Angerbojorn and Flux, 1995). Τη δεύτερη 
περίοδο, από τον Οκτώβριο έως τον Ιανουάριο, από καστανό γίνεται άσπρο και την 
τρίτη περίοδο, από το Φεβρουάριο έως το Μάιο, μετατρέπεται από άσπρο σε καφέ. Η 
αλλαγή συμβαίνει γρηγορότερα σε μία ζεστή άνοιξη από μία άλλη πιο κρύα καθώς η 
θερμοκρασία και τα χιόνια που καλύπτουν το έδαφος επηρεάζουν την αλλαγή. Οι 
αρσενικοί λαγοί είναι μικρότεροι από τους θηλυκούς και εμφανίζουν περιοδική 
διακύμανση στο βάρος τους. Ακόμα, οι βόρειοι λαγοί είναι πιο βαρείς από τους 
νότιους λαγούς (Corbet and Harris, 199Γ Ognev, 1966).
Αναπαοανωνή: τα θηλυκά γεννούν 1 έως 2 φορές το χρόνο από 1 έως 4 μικρά 
το χρόνο. Μπορούν να γεννήσουν και 3 φορές εάν η άνοιξη είναι ζεστή. Το μέγεθος 
τον νεογνών εξαρτάται από το μέγεθος της μητέρας και οι μεγαλύτερες μητέρες 
έχουν μεγαλύτερα νεογνά. Αυτό εξαρτάται ακόμη και από την περιοχή και το 
ενδιαίτημα. Η περίοδος του απογαλακτισμού είναι από τον Ιανουάριο έως το 
Σεπτέμβριο και ελέγχεται και από τη φωτοπερίοδο. Η κυοφορία διαρκεί 47-54 
ημέρες. Μετά τη γέννα τα νεογνά έχουν τρίχωμα σε όλο το σώμα τους και τα μάτια 
τους είναι ανοιχτά (Ognev, 1966).
Συυπεοκροοά: η κοινωνική οργάνωση του Lepus timidus είναι ένα σπάνιο 
παράδειγμα κυριαρχίας των θηλυκών. Πολλά αρσενικά προσπαθούν να ζευγαρώσουν 
με ένα θηλυκό την ίδια χρονική περίοδο. Αυτό συχνά προκαλεί συγκρούσεις μεταξύ 
των αρσενικών. Ακόμη υπάρχουν εδραιωμένες σχέσεις μεταξύ των αρσενικών μίας 
ομάδας ενώ κάτι τέτοιο δεν έχει καταγραφεί για τα θηλυκά. Είναι ζώο νυκτόβιο. 
Μερικές φορές τρυπώνει στο έδαφος (Angerbojorn and Flux, 1995).
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AiarooiPiKic συνήθειεσ· η διατροφή του ορεινού Λαγού εξαρτάται όχι μόνο 
από την κατοικία αλλά και από την εποχή. Το καλοκαίρι, οι πληθυσμοί που μένουν 
στο δάσος καταναλώνουν κυρίους φύλλα και κλαράκια. Αυτοί που κατοικούν στην 
τούνδρα καταναλώνουν αλπικά φυτά. Το χειμώνα, που η τροφή είναι θαμμένη κάτου 
από το χιόνι, τα ρείκια είναι η κύρια τροφή. Σπάνια πίνουν νερό και γι' αυτό πιθανόν 
τρώνε χιόνι (Angerbojorn and Flux, 1995 Corbet and Harris, 1991).
Οικονουική σηυασία via τον άνθρωπο: στο τέλος του χειμώνα αποτελεί 
θήραμα για τους ανθρώπους ενώ είναι εδώδιμος μόνο σε μερικές περιοχές της 
Ιρλανδίας. Ωστόσο, μερικές φορές το χειμώνες λόγου της έλλειψης της τροφής 
καταστρέφουν τις καλλιέργειες (Corbet and Harris, 1991).
A
Εικόνα 9: Οι 3 χρωματικές αλλαγές που συμβαίνουν στον ορεινό λαγό.
Η μέθοδος 55CP στη μελέτη και ανάλυση της ποικιλομορφίας
Η ανάλυση πολυμορφισμών διαμόρφουσης του ενός κλώνου είναι μία τεχνική 
στην οποία σχηματίζονται μονόκλουνα DNAs από υλικό που έχει πολλαπλασιαστεί με 
PCR και στη συνέχεια αυτά διαχουρίζονται βάσει τουν διαφορών τους στην 
κινητικότητα στο πήκτουμα, που μπορεί να οφείλονται σε μετάλλαξη ενός και μόνο 
νουκλεοτιδίου. Η διαμόρφουση καθενός κλώνου θα διαφέρει ελαφρώς ανάλογα με την 
ακριβή του αλληλουχία και αυτές οι διαφορές στη διαμόρφωση μπορούν να οδηγούν 
σε διαφορές στην κινητικότητά του στο πήκτωμα (Orita et al., 1989). Εντούτοις, δεν 
οδηγούν όλες οι αλλαγές της αλληλουχίας σε σημαντικές διαφορές στην κινητικότητα
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και ως εκ τούτου μόνο μία υποκατηγορία των μεταλλάξεων ανιχνεύεται με αυτή τη 
μέθοδο.
Η τεχνική SSCP αποτελεί μία ευαίσθητη αλλά όχι ακριβή, γρήγορη και 
αξιόπιστη μέθοδο για τον προσδιορισμό των δειγμάτων που διαφέρουν στην 
αλληλουχία και έτσι μόνο ένα μικρό μέρος των δειγμάτων χρειάζεται να 
αλληλουχηθεί (Sunnucks et al.( 2000). Η μέθοδος αυτή βρίσκει ευρεία εφαρμογή 
στον τομέα της ανθρώπινης βιοϊατρικής, κυρίως για ιατρικές διαγνώσεις, ενώ τα 
τελευταία χρόνια αρχίζει να χρησιμοποιείται και στον τομέα της πληθυσμιακής 
γενετικής (Orti et al., 1997 Sunnucks et al., 2000).
Το γονίδιο που μελετήθηκε είναι το DQA του Lepus europaeus και του Lepus 
timidus. Η διαδικασία που ακολουθήθηκε είναι η εξής: Αρχικά έγινε απομόνωση 
DNA από δείγματα λαγών. Το γονίδιο DQA ενισχύεται με τη μέθοδο της PCR. Μέρος 
του προϊόντος της PCR μεταφέρεται σε νέο σωλήνα eppendorf στον οποίο 
προστίθεται και Buffer αποδιάταξης. Μετά την αποδιάταξη του DNA τα δείγματα 
φορτώνονται σε μη αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαμίδης και αφού 
ηλεκτροφορηθούν όλο το βράδυ δίνουν τα πρότυπα τους. Για την εμφάνιση των 
ζωνών γίνεται χρώση της πηκτής με την τεχνική silver staining (Atkinson & 
Adams, 1997).
Σκοπός του πειράματος
Κατά τη διάρκεια αυτής της ερευνητικής προσπάθειας αναλύθηκε ο 
πολυμορφισμός του γονιδίου DQA στα είδη Lepus europaeus και Lepus timidus. 
Αναλύθηκαν 116 άτομα του είδους Lepus europaeus και 77 άτομα του Lepus 
timidus. Για το σκοπό αυτό έγινε σε κάθε άτομο απομόνωση του πυρηνικού DNA και 
στη συνέχεια ενίσχυση του γονιδίου του DQA. Για την εύρεση του πολυμορφισμού 
εφαρμόστηκε η μέθοδος SSCP, η οποία επέτρεψε τον προσδιορισμό των ομόζυγων 
και ετερόζυγων ατόμων σε κάθε είδος καθώς και τον αριθμό των αλληλομόρφων του 
DQA που υπάρχουν στα δύο είδη. Τέλος, με την τεχνική της άμεσης αλληλούχισης 
έγινε γνωστή η ακριβής αλληλουχία των αλληλομόρφων και κατέστη δυνατός ο 
προσδιορισμός των νουκλεοτιδίων που διαφέρουν μεταξύ των αλληλομόρφων.
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Υλικά
Δείγματα bNA
Χρησιμοποιήθηκε DNA από πληθυσμούς Lepus europaeus και Lepus timidus. 
Το βιολογικό υλικό προέρχεται από πληθυσμούς λαγών της Ελβετίας. Για την 
εξαγωγή του DNA χρησιμοποιήθηκε κυρίως μυϊκός ιστός ενώ σε κάποιες 
περιπτώσεις χρησιμοποιήθηκε τμήμα του ήπατος.
Α ντιδραστήρια PCR
Η Taq DNA πολυμεράση, το MgCI2 και το buffer ΙΟχ που χρησιμοποιήθηκαν 
κατά την αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης ήταν από την εταιρεία ΗΥ Test Ltd. 
Τα δεοξυριβονουκλεοτίδια ήταν από την εταιρεία Promega.
Μάρτυρας Ο ΝΑ
Ο DNA μάρτυρας μοριακών μεγεθών που χρησιμοποιήθηκε, ήταν από την 
εταιρεία New England Biolabs.
Εκκινητές
Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 
για την ενίσχυση τμήματος του πυρηνικού γονιδιώματος (DQA 2 exon) 
παρασκευάστηκαν από την εταιρεία invitrogen.
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Μέθοδοι
Για την παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν 116 δείγματα DNA από άτομα 
L.europaeus και 77 δείγματα DNA από άτομα L.timidus τα οποία συλλέχθηκαν από 
την Ελβετία, όπου τα δύο είδη συνυπάρχουν. Αρχικά, έγινε απομόνωση του DNA από 
όλα τα δείγματα. Για την απομόνωση χρησιμοποιήθηκε μυϊκός ιστός όλων των 
ατόμων. Στη συνέχεια, με τη μέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης 
(PCR) ενισχύθηκε το εξόνιο 2 του γονιδίου DQA. Μέρος του προϊόντος της PCR 
μεταφέρεται σε νέο σωλήνα eppendorf στον οποίο προστίθεται και Buffer 
αποδιάταξης. Μετά την αποδιάταξη του DNA τα δείγματα φορτώνονται σε μη 
αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαμίδης και αφού ηλεκτροφορηθούν όλο το βράδυ 
δίνουν τα πρότυπα τους (μέθοδος SSCP). Για την εμφάνιση των ζωνών γίνεται 
χρώση της πηκτής πολυακρυλαμίδης με την τεχνική χρώσης του νιτρικού αργύρου 
(silver staining).
Απομόνωση του DNA
Καθοριστικής σημασίας για τη μελέτη του DNA είναι η σωστή απομόνωσή του 
από τα κύτταρα των οργανισμών. Η σωστή απομόνωση περιλαμβάνει ποιοτικό και 
ποσοτικό χαρακτήρα. Μια αποτελεσματική μέθοδος απομόνωσης πρέπει να δίνει 
αρκετή ποσότητα DNA, δηλαδή να είναι αποδοτική ποσοτικά αλλά και ποιοτικά 
δίνοντας DNA σε καλή κατάσταση το οποίο δεν είναι διασπασμένο σε μικρά κομμάτια. 
Η επιλογή της κατάλληλης μεθόδου εξαρτάται από το είδος και την ποσότητα των 
κυττάρων αλλά και από το είδος του DNA που πρέπει να απομονωθεί (πυρηνικό 
DNA, μιτοχονδριακό DNA, πλασμιδιακό DNA).
Η διαδικασία που ακολουθήθηκε για την απομόνωση του πυρηνικού DNA στη 
συγκεκριμένη ανάλυση έγινε σύμφωνα με το πρωτόκολλο που προτείνουν οι 
Bernatchez et al., (1988) το οποίο τροποποιήθηκε αναλόγως.
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Διαλύυατα
1. Extraction buffer: 100 ml, αποθήκευση στους 4°C
I. 2mlTris-HCI 2M, pH=8,5
II. 2ml EDTA 0,5M
III. 4mI NaCI 5M
IV. 92ml ddH20
2. Lysis buffer: 100ml, αποθήκευση στους 4°C
I. 18 ml extraction buffer
II. 2ml SDS 10%
III. ΙΟΟμΙ proteinase K (lOOmg/ml)
Διαδικασία
1. Τοποθετούνται lOOmg ιστού αρκετά τεμαχισμένα σε σωλήνα eppendorf του 
1,5ml και προστίθεται 1ml extraction buffer.
2. Έντονη ανάδευση του σωλήνα (vortex) και φυγοκέντρησή του σε 
θερμοκρασία δωματίου (φυγόκεντρος eppendorf) στις 10.000 στροφές για 
2min.
3. Προσεκτική απομάκρυνση του υπερκειμένου και επανάληψη των 
προηγούμενων σταδίων.
4. Προσεκτική απομάκρυνση του υπερκειμένου και προσθήκη 400μΙ digestion 
buffer, το οποίο προηγουμένως έχει ανακινηθεί καλά.
5. Έντονη ανάδευση (vortex) ώστε να αναμειχθεί το ίζημα (ιστός) με το 
διάλυμα.
6. Τοποθέτηση των δειγμάτων με τη βοήθεια λεπτού φελιζόλ στο μικρό 
υδατόλουτρο (Medingen) ώστε το υγρό τμήμα των δειγμάτων να είναι 
βυθισμένο στους 50 °C overnight.
7. Ανακίνηση των δειγμάτων κάθε μισή ώρα ώστε να επαναιωρείται το ίζημα.
8. Προσθήκη 150μΙ οξικού νατρίου (CH3COONa 3Μ, ρΗ=5,2).
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9. Έντονη ανάδευση των δειγμάτων και τοποθέτησή τους στους -20°C για 
15min.
10. Φυγοκέντρηση των δειγμάτων στις 13.000 στροφές για lOmin στους 4°C.
11. μεταφορά του υπερκειμένου σε νέο σωλήνα eppendorf.
12. Προσθήκη 1ml εξισορροπημένης φαινόλης.
13. Έντονη ανάδευση σε vortex.
14. Φυγοκέντρηση των δειγμάτων στις 13.000 στροφές για 20min στους 4°C.
15. Προσεκτική μεταφορά της επάνω υδατικής φάσης σε νέο σωλήνα eppendorf.
16. Προσθήκη 0,5ml φαινόλης και 0,5ml χλωροφορμίου - ισοαμυλικής αλκοόλης 
(24V'.1V). Μικρή ανάδευση σε vortex.
17. Φυγοκέντρηση των δειγμάτων στις 13.000 στροφές για 5min στους 4°C.
18. Προσεκτική μεταφορά της επάνω υδατικής φάσης σε νέο σωλήνα eppendorf.
19. Προσθήκη 1ml χλωροφορμίου - ισοαμυλικής αλκοόλης (24V:1V). Μικρή 
ανάδευση σε vortex.
20. Φυγοκέντρηση των δειγμάτων στις 13.000 στροφές για 5min στους 4°C.
21. Προσεκτική μεταφορά της επάνω υδατικής φάσης σε νέο σωλήνα eppendorf.
22. Προσθήκη 1ml ισοπροπανόλης (2-προπανόλης).
23. Μικρή ανάδευση σε vortex και παραμονή των δειγμάτων για 20min σε 
θερμοκρασία δωματίου.
24. Φυγοκέντρηση των δειγμάτων στις 13.000 στροφές για 20min στους 4°C.
25. Προσεκτική απομάκρυνση του υπερκειμένου, παρατηρώντας ταυτόχρονα το 
ίζημα στο κάτω μέρος του σωλήνα eppendorf, ώστε αυτό να μη μετακινηθεί.
26. Προσθήκη 1ml παγωμένης αλκοόλης (αιθανόλης 707ο).
27. Ανακίνηση των δειγμάτων.
28. Φυγοκέντρηση των δειγμάτων στις 13.000 στροφές για 5min στους 4°C.
29. Προσεκτική απομάκρυνση του υπερκειμένου, παρατηρώντας ταυτόχρονα το 
ίζημα.
30. Τα δείγματα τοποθετούνται στον κλίβανο στους 37°C για περίπου 1 ώρα.
31. Διάλυση του ιζήματος του DNA σε ΙΟΟμΙ dd Η2Ο.
32. Συντήρηση στο ψυγείο στους 4°C ή στους -20°C για αποθήκευση.
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Η διάσπαση των κυττάρων από τα οποία θα απομονωθεί το DNA γίνεται με το 
NaCl το οποίο ρυθμίζει την ωσμωτική πίεση του κυττάρου. Προκαλεί διόγκωση των 
κυττάρων και συνεπώς τη Λύση τους. Η Λύση των κυττάρων πρέπει να γίνεται σε 
κατάΛΛηΛο pH το οποίο ρυθμίζεται από το Tris - HCI (ρυθμιστικό διάΛυμα). Το 
EDTA εμποδίζει τη δράση των νουκΛεασών δεσμεύοντας με το χηΛικό παράγοντα το 
Ca* ή το Mg\ To EDTA μπορεί να δεσμεύσει 4 μονοσθενή ή 2 δισθενή κατιόντα. Το 
SD5 είναι ιονικό απορρυπαντικό που διασπά τη μεμβράνη του πυρήνα και 
αποδιατάσει τις πρωτεΐνες συμβάΛΛοντας έτσι στην προστασία του DNA από τις 
νουκΛεάσες. Η πρωτεϊνάση Κ προκαΛεί την πέψη των πρωτεϊνών. Η ψαινόΛη είναι 
ισχυρός αποδιατακτικός παράγοντας των πρωτεϊνών και διαχωρίζει τις πρωτεΐνες 
και τα Λιπίδια από τα νουκλεϊκά οξέα κατά την εκχύΛιση του DNA. To pH του 
διαΛύματος της ψαινόΛης πρέπει να είναι μεγαλύτερο του 7 γιατί η κατανομή του 
DNA γίνεται κυρίως στη μεσόφαση σε όξινο περιβάλλον. Το χλωροφόρμιο καθιστά 
πιο εύκολο των διαχωρισμό των φάσεων Λόγω μεγάλης πυκνότητας, μετουσιώνει τις 
πρωτεΐνες και απομακρύνει τη διαλυμένη φαινόλη από την υδατική φάση. Η 
ισοαμυλική αλκοόλη σταθεροποιεί το χλωροφόρμιο. Η παγωμένη αιθανόλη 70% 
αφυδατώνει και κατακρημνίζει το DNA.
Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR)
Η PCR είναι μία in vitro τεχνική απλή, γρήγορη και ευαίσθητη που επιτρέπει 
την επιλεκτική αντιγραφή ειδικών αλληλουχιών DNA από ένα σύνθετο μίγμα μορίων 
DNA, χωρίς τη μεσολάβηση ζωντανού κυττάρου δηλαδή χωρίς την επίπονη 
διαδικασία της κλωνοποίησης (Saiki et al., 1988). Χρησιμοποιείται ευρέως στην 
ιατρική και βιολογική έρευνα και έχει πολλές εφαρμογές όπως την ανίχνευση 
κληρονομικών ασθενειών, τη διάγνωση μολυσματικών ασθενειών, την κλωνοποίηση 
γονιδίων και τα τεστ πατρότητας. Η PCR εφευρέθηκε από τον Karry Mullis το 1983. 
Γϊ αυτή του την εφεύρεση τιμήθηκε με το Βραβείο Νόμπελ Χημείας 
το 1993. Υπάρχουν 3 κύρια στάδια σε μία PCR τα οποία επαναλαμβάνονται για 30 ή 
40 κύκλους. Η διαδικασία λαμβάνει χώρα σε έναν αυτοματοποιημένο κυκλοποιητή ο
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οποίος μπορεί να θερμαίνει και να ψύχει τα eppendorf με το μίγμα της αντίδρασης 
σε πολύ μικρό χρονικό διάστημα.
Διαδικασία
1. Αποδιάταξη στους 94°C.
Κατά τη διάρκεια της αποδιάταξης το δίκλωνο DNA μετατρέπεται σε μονόκλωνο και 
όλες οι ενζυμικές αντιδράσεις σταματούν, π.χ. η επιμήκυνση ενός μορίου από τον 
προηγούμενο κύκλο.
2. Θερμική επαναδιάταξη στους 54°C:
Γονικοί δεσμοί σχηματίζονται και διασπώνται συνεχώς μεταξύ των εκκινητών και 
των μονόκλωνων αλυσίδων. Οι πιο σταθεροί δεσμοί διαρκούν λίγο περισσότερο (στο 
σημείο όπου οι εκκινητές είναι ακριβώς συμπληρωματικοί με τις μονόκλωνες 
αλυσίδες) και σ' αυτό το μικρό διάστημα των δίκλωνων DNA (εκκινητής και μήτρα) η 
πολυμεράση μπορεί να προσδεθεί και να ξεκινήσει την αντιγραφή του μονόκλωνου 
DNA. Μόλις προστεθούν λίγες βάσεις ο ιοντικός δεσμός είναι πλέον τόσο ισχυρός 
μεταξύ του εκκινητή και της μήτρας που δεν μπορεί να σπάσει.
3. Επιμήκυνση στους 72°C:
Αυτή είναι η ιδανική θερμοκρασία για τη δράση της πολυμεράσης. Οι εκκινητές στους 
οποίους προστέθηκαν λίγες βάσεις έχουν ισχυρότερη ιοντική έλξη στη μήτρα από τις 
δυνάμεις που διασπούν αυτή την έλξη. Οι εκκινητές που δεν είναι τελείως 
συμπληρωματικοί με την αλληλουχία στην οποία έχουν προσδεθεί αποδιατάσσονται 
(εξαιτίας της υψηλής θερμοκρασίας) και έτσι δεν αντιγράφεται αυτό το τμήμα. Οι 
βάσεις που προστίθενται στους εκκινητές είναι συμπληρωματικές με το μονόκλωνο 
μόριο του DNA και προστίθενται στο 3'άκρο του εκκινητή (η πολυμεράση προσθέτει 
τα νουκλεοτίδια σε μία κατεύθυνση 5'προς 3').
Η ευρεία χρήση της PCR οδήγησε στην ανάπτυξη πολλών τροποποιήσεών της 
που την προσαρμόζουν κάθε φορά στις απαιτήσεις των πειραμάτων. Μερικές από 
αυτές είναιιΐηνετδε PCR, Nastad PCR, Ligation-madiatad PCR, RT-PCR, Assambly 
PCR, Asymmatric PCR, Quantitate PCR, Quantitativa rea\-Y\me PCR, Touchdown
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PCR, Colony PCR, RACE-PCR, Multiplex-PCR, Methylation Specific PCR. Πιο
πρόσφατα έχουν αναπτυχθεί η Tail PCR και η Meta PCR.
Σε κάθε κύκλο και οι δύο αλυσίδες των μορίων DNA αντιγράφονται με 
αποτέλεσμα να υπάρχει εκθετική αύξηση των αντιγράφων ενός γονιδίου.
Εικόνα 11: Η εκθετική αύξηση των αντιγράφων του επιθυμητού γονιδίου.
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Δύο βασικά αντιδραστήρια της PCR είναι οι εκκινητές και η πολυμεράση. Η 
επιλογή του μήκους της αλληλουχίας των εκκινητών και της Tm τους εξαρτάται από 
πολλούς παράγοντες. Η Tm ενός εκκινητή ορίζεται ως η θερμοκρασία στην οποία οι 
μισές περιοχές που είναι οι στόχοι των εκκινητών είναι κατειλημμένες. Η Tm 
αυξάνει όσο μεγαλώνει και το μήκος του εκκινητή. Εκκινητές με μικρό μήκος θα 
προσδένονται σε διάφορες θέσεις στο μόριο του DNA, με αποτέλεσμα τον 
πολλαπλασιασμό ανεπιθύμητων γονιδίων. Υψηλές θερμοκρασίες, π.χ. πάνω από 
80°C, μπορεί να προκαλέσουν προβλήματα στην DNA πολυμεράση καθώς είναι 
λιγότερο δραστική σε τέτοιες θερμοκρασίες. Το ιδανικό μήκος για τους εκκινητές 
είναι από 15 έως 40 νουκλεοτίδια με Tm από 55°C έως 65°C.
Για τις ανάγκες της PCR πρέπει να χρησιμοποιηθεί μία πολυμεράση η οποία 
θα είναι θερμοσταθερή, δηλαδή θα αντέχει την επαναλαμβανόμενη θέρμανση στους 
94°C. Έτσι, δε χρειάζεται η προσθήκη πολυμεράσης σε κάθε κύκλο και η διαδικασία 
μπορεί να αυτοματοποιηθεί. Μία από τις πρώτες θερμοσταθερές πολυμεράσες είναι 
η Τας πολυμεράση η οποία ακόμη και τώρα είναι ευρύτερα χρησιμοποιούμενη. Η Τας 
πολυμεράση απομονώθηκε από το θερμόφιλο οργανισμό Thermus aquaticus. Ένα 
μειονέκτημα της Τας είναι ότι δεν έχει δράση 3'-5'εξωνουκλεάσης με αποτέλεσμα 
να μην μπορεί να διορθώσει τα λάθη που η ίδια κάνει κατά την επιμήκυνση touDNA. 
Αυτό το μειονέκτημα της Τας το καλύπτουν δύο άλλες πολυμεράσες η Pwo και η Pfu 
που υπάρχουν σε αρχαία και έτσι μειώνεται ο αριθμός των λαθών. .Ωστόσο, αυτές οι 
πολυμεράσες επιμηκύνουν το DNA με πιο αργό ρυθμό από την Τας. Για τη σωστή 
δράση της πολυμεράσης απαιτείται ειδικό διάλυμα buffer και κατάλληλη 
συγκέντρωση διαλύματος MgCI2.
Η PCR έχει εφαρμοστεί και για την ενίσχυση τμήματος DNA με μήκος 10kb, 
ωστόσο, ο μέσος όρος των τμημάτων που ενισχύονται με τηνΡΩ^ είναι από μερικές 
εκατοντάδες έως μερικές χιλιάδες βάσεις.
Η αρχή λειτουργίας της μεθόδου (Mullis et al., 1987) στηρίζεται στη χρήση:
1. Μικρή ποσότητα DNA που χρησιμοποιείται ως εκμαγείο
2. Ειδικού διαλύματος (buffer) για την πολυμεράση
3. Διάλυμα MgCI2 κατάλληλης συγκέντρωσης
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4. Ζεύγος συνθετικών νουκλεοτιδίων για την έναρξη της αντιγραφής 
(εκκινητές)
5. Κατάλληλο διάλυμα ελεύθερων 5'τριφωσφορικών δεοξυριβονουκλεοτιδίων
6. Τας πολυμεράση η οποία είναι θερμοσταθερή
Για τις ανάγκες της μελέτης πραγματοποιήθηκε ενίσχυση του γονιδίου DQA με 
τη μέθοδο της PCR. Για τον πολλαπλασιασμό χρησιμοποιήθηκε το εξής ζευγάρι 
εκκινητών:
DQA2R 5'GACAGCAGCAGTAGACTTGC3'
DQA2F 5'TCATCAGCTGACCACGTTGG 3'
Το ζεύγος των εκκινητών κατασκευάστηκε σύμφωνα με τους Fain et al., 2001.
Ο ενζυμικός πολλαπλασιασμός πραγματοποιήθηκε σε συσκευή eppendorf. 
Το συνολικό διάλυμα της αντίδρασης είναι 30μΙ. Τα αντιδραστήρια που προστέθηκαν 
και οι ποσότητές τους έχουν ως εξής:
DNA 500ng
Buffer (10χ -» lx) 3μΙ
MgCI2 (50mM -> 2mM) 1,2μΙ
dNTPs (lOmM each) 0,7μ!
Primer F (25pmoles/pl) ΙμΙ
Primer R (25pmoles/pl) ΙμΙ
Taq polymerase 5units/pl 0,12μΙ 
dd H20 21μΙ
Για τον πολλαπλασιασμό του DQA ακολουθήθηκαν τα τρία στάδια της PCR. 
Οι συνθήκες στις οποίες λάμβανε χώρα η PCR για την ενίσχυση του γονιδίου του 
DQA είναι οι ακόλουθες:
Αρχική αποδιάταξη: 95°C για 4min 
Αποδιάταξη: 95°C για 30sec 
Συγκόλληση εκκινητή: 58°C για 40sec 
Επιμήκυνση: 72°C για 40sec 
Τελική επιμήκυνση: 72°C για lOmin
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Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης
Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης είναι μία μέθοδος που χρησιμοποιείται 
στη μοριακή βιολογία για να διαχωρίσει τμήματα του DNA ανάλογα με το μέγεθος 
τους και για τον υπολογισμό του μεγέθους των τμημάτων που έχουν διαχωριστεί 
συγκρίνοντάς τα με τμήματα γνωστού μεγέθους (DNA μάρτυρας μοριακών μεγεθών).
Βασική αρχή της μεθόδου είναι ότι τα αρνητικά φορτισμένα μόρια του DNA 
μετακινούνται μέσα στην πηκτή εξαιτίας του ηλεκτρικού πεδίου. Τα μικρά μόρια 
περνούν εύκολα και γρήγορα μέσα από τους πόρους της πηκτής. Τα μεγαλύτερα 
μόρια πρέπει να αλλάξουν διαμόρφωση για να περάσουν μέσα από τους πόρους και 
έτσι η κίνησή τους είναι πιο αργή. Ακόμη, σημαντική είναι και η διομόρφωση των 
μορίων στη μετακίνησή τους (κυκλικό, γραμμικό, υπερελικωμένο DNA). Η παρουσία 
του βρωμιούχου αιθιδίου στην πηκτή αναγκάζει τα μόρια να κινηθούν πιο αργά προς 
το θετικό πόλο. Όσο μεγαλύτερη είναι η τάση του πεδίου τόσο πιο γρήγορη είναι η 
μετακίνηση των μορίων. Η τάση όμως δε γίνεται να είναι πολύ υψηλή γιατί 
αναπτύσσονται μεγάλες θερμοκρασίες και προκαλείται το λιώσιμο της πηκτής.
Η βασική χρωστική στις πηκτές αγαρόζης είναι το βρωμιούχο αιθίδιο, το 
οποίο έχει τη μοναδική ιδιότητα να φθορίζει στο υπεριώδες. Φορτώνοντας το DNA 
σε μία πηκτή που περιέχει αιθίδιο και εκθέτοντάς το στο υπεριώδες γίνονται ορατές 
οι διακριτές μπάντες του DNA καθώς αυτό παρεμβάλλεται μεταξύ των βάσεων του 
DNA. Το βρωμιούχο αιθίδιο είναι καρκινογόνο και απαιτείται ιδιαίτερη προσοχή 
κατά το χειρισμό του. Μία άλλη χρωστική είναι το SYBER Green, το οποίο είναι 
λιγότερο καρκινογόνο αϊτό το αιθίδιο αλλά περιέχει DMSO το οποίο διαπερνά 
γρήγορα το δέρμα.
Το διάλυμα φόρτωσης δειγμάτων προστίθεται στο DNA για να το κάνει ορατό 
και να το κάνει να καθιζάνει καθώς φορτώνεται στην πηκτή. Η xylenel cyanol και το 
μπλε της βρωμοφαινόλης χρησιμοποιούνται συνήθως. Τα loading buffer περιέχουν 
συνήθως γλυκερόλη, σουκρόζη και φυκόλη έτσι ώστε να καταβυθίζεται το DNA. 
Περιέχουν χρωστικές για να είναι εύκολη η παρατήρηση της προόδου της 
ηλεκτροφόρησης.
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Τα κυριότερα buffer που χρησιμοποιούνται για τις ηλεκτροφορήσεις αγαρόζης είναι 
το TAE (Tris acetate EDTA) και το ΤΒΕ (Tris borate EDTA). To TAE προσφέρει 
καλύτερη ανάλυση για μεγάλα τμήματα DNA. Αυτό σημαίνει χαμηλότερη τάση, 
περισσότερος χρόνος αλλά καλύτερο προϊόν.
Σχισμή για το 
χτενάκι χτένα
Δι άλυμα 
αγαρόζης 
Πηγαδάκια
1. Προετοιμασία του εκμαγείου 2. Τοτιοθέτηση της αγαρόζης
στο εκμαγείο 3. Τοτιοθέτηση της 
χτένας για των 
σχηματισμό των 
θέσεων εισαγωγής του 
DNA
ΚαλώδιαΠιπέτα
Buffer
4, Εισαγωγή του Συσκευή ηΛεκτροφόρησης
DNA στην τιηκτή
5. Τοτιοθέτηση της -πηκτής στη 
συσκευή ηΛεκτροφόρησης
Εικόνα 12: Προετοι­
μασία της πηκτής 
αγαρόζης.
για την προετοιμασία της πηκτής αγαρόζης που χρησιμοποιήθηκε για τις 
ανάγκες των πειραμάτων ακολουθήθηκε η εξής διαδικασία:
1. Προετοιμασία του εκμαγείου στο οποίο θα στερεοποιηθεί η πηκτή.
2. Προετοιμασία της πηκτής. Χρησιμοποιήθηκαν 0,6gr αγαρόζης και 30ml TAE 
lx για την παρασκευή διαλύματος 2%.
3. Βράσιμο του διαλύματος σε φούρνο μικροκυμάτων. Κατά το βράσιμο πρέπει να 
γίνεται συχνή ανάδευση του διαλύματος.
4. Το διάλυμα πρέπει να κρυώσει και ενώ γίνεται αυτό ταυτόχρονα ανακινείται.
5. Προσθήκη 2,5 μΙ βρωμιούχου αιθιδίου C=10mg/ml (το βρωμιούχο αιθίδιο 
είναι καρκινογόνο).
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6. Τοποθέτηση του διαλύματος στο εκμαγείο.
7. Εισάγεται το χτενάκι σε μία μεριά της πηκτής για να σχηματιστούν οι θέσεις 
στις οποίες θα εισαχθεί το DNA.
8. Όταν η πηκτή στερεοποιηθεί αφαιρείται το χτενάκι.
9. Τοποθέτηση της πηκτής μαζί με τη μήτρα σε μία συσκευή ηλεκτροφόρησης 
που περιέχει ΤΑΕ 1χ.
10. Ανάμειξη 3μΙ loading buffer με 5 μΙ προϊόντος της αντίδρασης της PCR και 
στη συνέχεια εισαγωγή των δειγμάτων στις θέσεις της πηκτής.
Η τάση ρυθμίζεται έτσι ώστε να είναι 70V. Μετά από περίπου 40 λεπτά είναι
δυνατή η παρατήρηση των ζωνών του DNA στην πηκτή αφού τοποθετηθεί στη
συσκευή UV.
Εικόνα 13: Εισαγωγή 
του DNA στις θέσεις 
της πηκτής.
Αποδιάταξη του DNA
Η αποδιάταξη του DNA είναι μία μέθοδος που μας επιτρέπει να 
διατηρήσουμε τα δείγματα του DNA σε μονόκλωνη κατάσταση για λίγη ώρα. Αυτό 
είναι απαραίτητο όταν πρέπει τα δείγματα να αναλυθούν με τη μέθοδο 5SCP. Η
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διαδικασία περιλαμβάνει μεταφορά μέρους του προϊόντος της PCR (6μΙ) σε νέο 
σωλήνα eppendorf και προσθήκη ΙΟμΙ αποδιατακτικού διαλύματος.
Αποδιατακτικό διάλυμα: 10ml, αποθήκευση στους 4°C 
I. 95% formamide
II. lOmMNaOH
III. 0,05% Bromophenol blue
IV. 0,05% xylene cyanol
V. 10% glycerol
Στη συνέχεια τα eppendorf τοποθετούνται στον κυκλοποιητή όπου 
επέρχεται η αποδιάταξή τους αφού μείνουν σε υψηλές θερμοκρασίες(96°0 για 6min). 
Μόλις τα δείγματα βγουν από τον κυκλοποιητή τοποθετούνται απευθείας στον πάγο 
για να διατηρήσουν για κάποιο χρονικό διάστημα τη μονόκλωνη κατάστασή τους.
Ανάλυση πολυμορφισμών διαμόρφωσης ενός κλώνου (SSCP)
Η ανάλυση πολυμορφισμών διαμόρφωσης ενός κλώνου είναι μία μέθοδος στην 
οποία σχηματίζονται μονόκλωνα DNAs από υλικό που έχει πολλαπλασιαστεί με PCR 
και στη συνέχεια αυτά διαχωρίζονται βάσει των διαφορών τους στην κινητικότητά 
τους στο πήκτωμα, που οφείλεται σε μετάλλαξη ενός και μόνο νουκλεοτιδίου. Η 
διαμόρφωση του κάθε κλώνου θα διαφέρει ελαφρώς ανάλογα με την ακριβή του 
αλληλουχία και αυτές οι διαφορές στη διαμόρφωση μπορούν να οδηγούν σε διαφορές 
στην κινητικότητά τους στο πήκτωμα (Orita et al., 1989).
Τα δείγματα του DNA για να διαχωριστούν φορτώνονται σε πηκτή 
πολυακρυλαμίδης. Η ακρυλαμίδη είναι ένα μονομερές το οποίο πολυμερίζεται σε 
μακριές αλυσίδες παρουσία ελεύθερων ριζών. Η αλυσίδα διασυνδέεται παρουσία ενός 
crosslinker, συνήθως του Ν,Ν - methylenebisacrylamide και έτσι σχηματίζεται μία 
πορώδης πηκτή. Το μέγεθος των πόρων εξαρτάται από τη συγκέντρωση της 
ακρυλαμίδης.
Για την παρασκευή πηκτής πολυακρυλαμίδης είναι απαραίτητο το μητρικό 
διάλυμα της ακρυλαμίδης (38,5%). Για την παρασκευή του προστίθενται 75gr 
ακρυλαμίδης και 2gr bis-ακρυλαμίδη σε 120ml Η2Ο. Αφού διαλυθεί η ακρυλαμίδη και
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η bis-ακρυλαμίδη, το διάλυμα διηθείται και συμπληρώνεται Η20 μέχρι τον όγκο των 
200ml. Το διάλυμα μπορεί να φυλαχτεί στους 4°C για 10-15 ημέρες.
Για την παρασκευή 125ml πηκτής ακρυλαμίδης (10%) χρησιμοποιούνται:
1. 33ml μητρικού διαλύματος 38,5%
2. 6,2ml ΤΒΕ ΙΟχ
3. 12,5ml γλυκερόλης 50%
Συμπληρώνεται \-ί20 μέχρι τον όγκο των 125ml ενώ προστίθενται στο διάλυμα 
125μΙ TEMED και 620μΙ ammonium persulfate 20% (APS). Η διαδικασία του 
πολυμερισμού σταθεροποιείται από το TEMED ενώ το APS παρέχει τις ελεύθερες 
ρίζες.
Αφού στερεοποιηθεί η πηκτή εισάγεται στη συσκευή ηλεκτροφόρησης στην 
οποία προστίθεται ΤΒΕ 0,5χ. Στη συνέχεια φορτώνονται τα δείγματα τα οποία μόλις 
έχουν αφαιρεθεί από τον κυκλοποιητή και βρίσκονται στον πάγο για να διατηρηθεί η 
μονόκλωνη κατάσταση του DNA. Η συσκευή ηλεκτροφόρησης τοποθετείται στο 
ψυγείο. Η ηλεκτροφόρηση γίνεται overnight.
Εικόνα 14: Ανίχνευση 
μεταλλαγής μίας βάσης με 
τη μέθοδο SSCP.
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Χρώση των πηκτών ποΛυακρυλαμίδης με την τεχνική χρώσης νιτρικού 
αργύρου (Silver Staining)
Για να γίνει ορατό το αποτέλεσμα της ηλεκτροφόρησης γίνεται χρώση των 
πηκτών της ποΛυακρυλαμίδης με την τεχνική silver staining (Ainsworth et al., 
1990). Αρχικά, οι πηκτές τοποθετούνται σε δοχεία στα οποία προστίθενται 3 
διαλύματα. Τα διαλύματα που χρησιμοποιούνται είναι:
Διάλυυα I: 8ml αιθανόλης και 0,5ml οξικό οξύ. Προσθήκη ΗζΟ μέχρι τον όγκο των 
400ml.
Διάλυυα II: 200ml AgN03 lgr/lt.
Διάλυϋα III: 3gr NaOH, 0,01gr NaBH4,1ml HCHO. Προσθήκη Η20 μέχρι τον όγκο 
των 200ml.
Αρχικά, προστίθενται 200ml του πρώτου διαλύματος για 3min. Στη συνέχεια, 
προστίθεται το υπόλοιπο διάλυμα για 3min. Μετά, προστίθεται το δεύτερο διάλυμα 
για 15min και τέλος, το τρίτο διάλυμα το οποίο διατηρείται μέχρι να εμφανιστούν οι 
ζώνες των δειγμάτων σε ικανοποιητικό βαθμό (περίπου 20min). Μεταξύ των 
διαλυμάτων γίνεται ξέπλυμα της πηκτής με απεσταγμένο νερό.
Στην τεχνική silver staining ο άργυρος συνδέεται στο DNA και στη συνέχεια 
αντιδρά με τη φορμαλδευδη παρουσία βάσης. To DNA φαίνεται καφέ σε κίτρινο 
φόντο. Οι πηκτές μπορούν διατηρηθούν για αρκετό καιρό.
Μετά τη χρώση της πηκτής είναι δυνατή η παρατήρηση των προτύπων. Στα 
ετερόζυγα άτομα παρατηρούνται τέσσερις καλά διαχωρισμένες ζώνες ενώ στα 
ομόζυγα άτομα δύο. Η κάθε ζώνη αντιστοιχεί στη μία αλυσίδα του μορίου του DNA.
Εικόνα 15: SSCP πρότυπα του DQA που ανιχνεύτηκαν στο (A) Lepus europaeus 
και (Β) Lepus timidus.
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Αποτελέσματα
Η μέθοδος PCR-SSCP εφαρμόστηκε για το γονίδιο DQA σε 116 άτομα του 
είδους Lepus europaeus. Έτσι, αποκαλύφθηκαν 18 διαφορετικά πρότυπα ενώ 
υπάρχει 15,5% ποικιλομορφία. Τα 8 από αυτά αντιστοιχούν σε ομόζυγα άτομα (61 
άτομα του προς ανάλυση πληθυσμού) ενώ υπάρχουν και 10 πρότυπα που 
αντιστοιχούν στα ετερόζυγα άτομα (55 άτομα του προς ανάλυση πληθυσμού). Αυτά 
είναι συνδυασμοί των 8 προτύπων που αντιστοιχούν στα ομόζυγα άτομα. Δηλαδη, στο 
είδος Lepus europaeus υπάρχουν 8 αλληλόμορφα του γονιδίου DQA. Στον 
παρακάτω πίνακα φαίνεται το πρότυπο που παρουσίασε το κάθε άτομο.
L.europaeus ΠΡΟΤΥΠΟ
SWISS 1 1
SWISS 2 1+6
SWISS 3 1+2
SWISS 4 2+7
SWISS 5 2
SWISS 8 1
SWISS 9 1
SWISS 10 1
SWISS 11 6
SWISS 12 6
SWISS 13 1+3
SWISS 14 1
SWISS 15 2
SWISS 16 1+5
SWISS 17 1
SWISS 18 4
SWISS 20 6
SWISS 21 4
SWISS 24 1+3
SWISS 25 1+3
SWISS 26 1+5
SWISS 27 1
SWISS 28 1
SWISS 29 1+2
SWISS 30 1
SWISS 31 1
SWISS 34 1+4
SWISS 38 3
SWISS 41 1+3
SWISS 42 1+6
SWISS 43 2
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L.europaeus ΠΡΟΤΥΠΟ
SWISS 44 1+2
SWISS 45 6
SWISS 47 3
SWISS 50 3+4
SWISS 51 1
SWISS 52 2
SWISS 53 1+2
SWISS 55 1+2
SWISS 56 2
SWISS 57 2
SWISS 59 2
SWISS 60 1
SWISS 61 4
SWISS 63 4
SWISS 65 3+4
SWISS 66 1+2
SWISS 67 1+2
SWISS 69 6
SWISS 71 1
SWISS 72 4
SWISS 73 1
SWISS 74 3
SWISS 75 2
SWISS 76 5
SWISS 79 5
SWISS 81 3+4
SWISS 83 2
SWISS 84 1+6
SWISS 86 1+5
SWISS 87 5
SWISS 88 3
SWISS 89 1+2
SWISS 90 2+7
SWISS 92 2
SWISS 93 1+3
SWISS 94 6
SWISS 95 5
SWISS 98 3+5
SWISS 99 5
SWISS 102 1+6
SWISS 103 3+4
SWISS 106 1+3
SWISS 107 1+6
SWISS 108 1
SWISS 109 3
SWISS 110 1
SWISS 111 1
SWISS 112 2
SWISS 113 1
SWISS 115 3+5
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L.europaeus ΠΡΟΤΥΠΟ
SWISS 116 1+2
SWISS 117 1+2
SWISS 119 1+6
SWISS 120 78
SWISS 121 5
SWISS 123 1+4
SWISS 124 2
SWISS 125 4+5
SWISS 126 1+2
SWISS 128 1+2
SWISS 129 3
SWISS 130 1+2
SWISS 132 6
SWISS 133 1+5
SWISS 134 6
SWISS 135 5
SWISS 136 1+2
SWISS 138 1+5
SWISS 139 1+5
SWISS 141 1+4
SWISS 143 1+8
SWISS 144 1+2
SWISS 145 3+4
SWISS 146 1
SWISS 147 3
SWISS 148 1
SWISS 149 1+2
SWISS 151 1+3
SWISS 152 1+8
SWISS 154 3+4
SWISS 157 6
SWISS 159 1+2
SWISS 161 1+3
SWISS 162 2
SWISS 163 1+3
SWISS 164 6
Στο είδος Lepus europaeus παρατηρείται 52,6% ομοζυγωτία και 47,4% 
ετεροζυγωτία.
Στη συνέχεια, αφού βρέθηκαν τα 8 αλΛηλόμορφα, δόθηκαν για αΛΛηλούχιση 
και έτσι κατέστη δυνατός ο εντοπισμός των διαφορών που παρουσιάζουν στην 
αλληλουχία των νουκλεοτιδίων.
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Η μέθοδος PCR-SSCP εφαρμόστηκε για το γονίδιο DQA και σε 77 άτομα του 
είδους Lepus timidus. Στο είδος αυτό αποκαλύφθηκαν 8 διαφορετικά πρότυπα ενώ 
υπάρχει 10,4% ποικιλομορφία. Τα 5 από αυτά αντιστοιχούν σε ομόζυγα άτομα (63 
άτομα του προς ανάλυση πληθυσμού) ενώ υπάρχουν και 3 πρότυπα που αντιστοιχούν 
στα ετερόζυγα άτομα (14 άτομα του προς ανάλυση πληθυσμού). Αυτά είναι 
συνδυασμοί των 5 προτύπων που αντιστοιχούν στα ομόζυγα άτομα. Δηλαδή, στο 
είδος Lepus timidus υπάρχουν 5 αλληλόμορφα του γονιδίου DQA. Στον παρακάτω 
πίνακα φαίνεται το πρότυπο που παρουσίασε το κάθε άτομο.
L.Timidus ΠΡΟΤΥΠΟ
SWISS 1 4
SWISS 2 3
SWISS 3 1
SWISS 4 2
SWISS 5 1
SWISS 8 3
SWISS 9 1
SWISS 11 1
SWISS 12 2
SWISS 14 1
SWISS 15 1
SWISS 16 3
SWISS 17 1+3
SWISS 18 3
SWISS 19 3
SWISS 21 3
SWISS 22 3
SWISS 23 3+5
SWISS 26 1+3
SWISS 27 3
SWISS 29 3
SWISS 30 1+3
SWISS 31 3
SWISS 32 4
SWISS 33 3+5
SWISS 36 3
SWISS 37 3
SWISS 38 3
SWISS 39 1+3
SWISS 41 2
SWISS 42 3
SWISS 43 3
SWISS 51 1
SWISS 52 3
SWISS 54 3+4
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L. Timidus ΠΡΟΤΥΠΟ
SWISS 56 3
SWISS 57 3
SWISS 58 3+5
SWISS 59 3
SWISS 60 3
SWISS 62 4
SWISS 64 3
SWISS 71 2
SWISS 73 3
SWISS 74 3
SWISS 75 3+5
SWISS 76 3
SWISS 79 3
SWISS 81 1
SWISS 87 1
SWISS 89 3+4
SWISS 91 1
SWISS 92 1
SWISS 93 1+3
SWISS 94 3
SWISS 95 3
SWISS 103 2
SWISS 105 2
SWISS 106 2
SWISS 107 2
SWISS 109 3
SWISS 110 1+3
SWISS 111 3
SWISS 112 2
SWISS 115 3
SWISS 116 3
SWISS 119 1
SWISS 120 1
GLARUS1 1
GLARUS2 4
GLARUS 3 3
GLARUS 5 4
GLARUS 6 2
GLARUS 7 3
GLARUS10 4
GLARUS13 1
GLARUS14 3+5
Στο είδος Lepus timidus παρατηρείται 81,8% ομοζυγωτία και 18,2%
ετεροζυγωτία. Στη συνέχεια, αφού βρέθηκαν τα 5 αλληλόμορφα, δόθηκαν για
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αλληλούχιση και έτσι κατέστη δυνατός ο εντοπισμός των διαφορών που 
παρουσιάζουν στην αλληλουχία των νουκλεοτιδίων.
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Τέλος, πρέπει να σημειωθεί ότι παρατηρείται μεγάλη ομοιότητα μεταξύ των 
αλληλομόρφων του DQA ανάμεσα στα δύο είδη. Αυτό φαίνεται και από την παρακάτω 
σύγκριση ενός αλληλομόρφου του Lepus europaeus και ενός αλληλομόρφου του 
Lepus timid us.
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Συζήτηση
Σ' αυτή την ερευνητική προσπάθεια, μελετήθηκε ο πολυμορφισμός που 
εμφανίζει το γονίδιο DQA του MHC. Για τον προσδιορισμό του πολυμορφισμού 
χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος SSCP. Βρέθηκαν έτσι 18 πρότυπα στο είδος Lepus 
europaeus που αντιστοιχούν σε 8 αλληλόμορφα και στους συνδυασμούς τους (που 
εμφανίζονται στα ετερόζυγα άτομα) καθώς και 8 πρότυπα για το είδος Lepus 
timidus που αντιστοιχούν σε 5 αλληλόμορφα και στους συνδυασμούς αυτών. Έγινε, 
έτσι, δυνατή η εκτίμηση του πολυμορφισμού του DQA ενδοπληθυσμιακά και 
διαπληθυσμιακά.
Μία παράμετρος της γενετικής ευρωστίας των φυσικών πληθυσμών αποτελεί 
ο βαθμός της ενδοπληθυσμιακής γενετικής διαφοροποίησης. Όσο περισσότερους 
γενοτύπους περιλαμβάνει ένας συγκεκριμένος πληθυσμός τόσο μεγαλύτερες 
πιθανότητες έχει να ανταποκριθεί σε απότομες περιβαλλοντικές αλλαγές και να 
αποφύγει την εξαφάνισή του. Αυτό θα συμβεί διότι κάποια άτομα με ένα 
συγκεκριμένο γενότυπο θα παρουσιάσουν καλύτερη προσαρμογή στις νέες 
περιβαλλοντικές συνθήκες. Έτσι, παρόλο που ένα κομμάτι του πληθυσμού θα 
εξαφανιστεί, δε θα υπάρξει εξαφάνιση του είδους. Συνεπώς, η έλλειψη 
ποικιλομορφίας αποτελεί μία σημαντική απειλή για την επιβίωση του είδους (Lesica 
& Allendorf, 1995).
Τα γονίδια του MHC αποτελούν τα πλέον πολυμορφικά ολόκληρου του 
γονιδιώματος. Έχει διατυπωθεί η θεωρία ότι αυτός ο πολυμορφισμός έχει 
αναπτυχθεί εξελικτικά για να εξασφαλίσει ότι ο πληθυσμός δε θα υποκύψει σε ένα 
νέο μικροοργανισμό γιατί τουλάχιστον κάποια άτομα θα είναι ικανά να εγείρουν 
αποτελεσματικές απαντήσεις κατά οποιοσδήποτε πεπτιδίου.
Ακόμη είναι σημαντικό να αναφερθεί ότι άτομα ετερόζυγα για τα γονίδια του 
MHC μπορούν να ανταποκριθούν καλύτερα στις μολύνσεις από τους
μικροοργανισμούς. Αυτό συμβαίνει διότι η έκφραση των γονιδίων του MHC είναι 
συγκυρίαρχη, δηλαδή τα αλληλόμορφα που κληρονομούνται από κάθε γονέα 
εκφράζονται εξίσου. Στη συγκεκριμένη περίπτωση τόσο το γονίδιο DQA μητρικής
55
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 01:40:24 EET - 137.108.70.7
προέλευσης (που κωδικοποιεί την α αλυσίδα του μορίου MHC) όσο και το γονίδιο 
DQA πατρικής προέλευσης μπορούν να εκφραστούν. Επειδή η α αλυσίδα από ένα 
αλληλόμορφο (έστω μητρικής προέλευσης) μπορεί να συνδυαστεί με την β αλυσίδα 
του άλλου αλληλομόρφου (γονίδιο DQB, πατρικής προέλευσης) δημιουργούνται 
περισσότεροι συνδυασμοί ΜΗC με αποτέλεσμα τα άτομα να ανταποκρίνονται 
καλύτερα σε μολύνσεις (Nei & Hughes, 1991).
Οι πληθυσμοί Lepus europaeus και Lepus timidus που μελετήθηκαν 
προέρχονται από την Ελβετία όπου τα δύο είδη συνυπάρχουν και συχνά υβριδίζονται 
και προς τις δύο κατευθύνσεις. Παρατηρήθηκε μεγαλύτερος πολυμορφισμός για το 
Lepus europaeus (18 πρότυπα, 15,5%) σε σχέση με το Lepus timidus (8 πρότυπα, 
10,4%). Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι το ποσοστό ετεροζυγωτίας στο L. 
europaeus είναι 47,4% ενώ στο L. timidus μόλις 18,2%, ποσοστό αρκετά χαμηλό.
Μελέτες για την ποικιλομορφία του γονιδίου DQA έχουν γίνει και σε άλλα 
θηλαστικά και αυτό γιατί υπάρχει ένα συνεχώς αυξανόμενο ενδιαφέρον για 
φυλογενετικές μελέτες που σχετίζονται με τα γονίδια του MHC διαφόρων ειδών 
(Parhaoi, 1999). Ακόμη είναι χρήσιμο να είναι γνωστή η αλληλουχία των γονιδίων 
του MHC στα διάφορα είδη γιατί έτσι μπορεί να γίνει συσχετισμός της γενετικής 
σύστασης των ειδών με την εμφάνιση διαφόρων ασθενειών. Συγκεκριμένα, στο 
κουνέλι αποδείχτηκε η σύνδεση διαφόρων αλληλομόρφων του DQA (υπάρχουν 6 
αλληλόμορφα) με την πρόοδο της μόλυνσης από τον ιό του θηλώματος στο στάδιο της 
νεοπλασίας (Han et al., 1992,1994).
Μελέτες για την ποικιλομορφία του DQA έγιναν και στους λύκους σε 
συνδυασμό με τη μελέτη της ποικιλομορφίας και σε άλλα γονίδια του MHC (DQB και 
DRB1). Τα γονίδια DQB και DRB1 εμφανίζουν πολλαπλά αλληλόμορφα τόσο στους 
πληθυσμούς των ευρωπαϊκών και αμερικανικών λύκων όσο και στο σκύλο. Ακόμη 
υπάρχουν πολύ λίγα κοινά αλληλόμορφα του DQB και του DRB1 σ' αυτούς τους 
πληθυσμούς. Αντίθετα, το γονίδιο DQA εμφανίζει λιγότερα αλληλόμορφα ενώ πολλά 
από αυτά είναι κοινά σε αυτούς τους πληθυσμούς (Seddon & Ellergen, 2002). Τα 
αποτελέσματα αυτά συμφωνούν με αυτά που προέκυψαν από την παρούσα μελέτη.
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Μειωμένη ποικιλομορφία στο DQA εκτός από το Lepus timidus παρατηρείται 
και σε άλλα θηλαστικά. Στην Ολλανδία, στο χάμστερ (Cricetus cricetus) 
παρατηρείται παντελής έλλειψη ποικιλομορφίας στα γονίδια του MHC. Αυτό 
συμβαίνει διότι ο πληθυσμός των χάμστερ μειώθηκε αρκετά εξαιτίας αλλαγών στις 
γεωργικές πρακτικές. Ειδικότερα, υπάρχει ένα μόνο γονίδιο DQA. Σε 20 δείγματα 
χάμστερ του Ολλανδικού μουσείου (της περιόδου 1924-1956) που εξετάστηκαν 
βρέθηκαν 8 αλληλόμορφα ενώ σε ένα τσέχικο πληθυσμό χάμστερ βρέθηκαν 13 
διαφορετικά αλληλόμορφα (Smulders et al., 2003).
Οι θαλάσσιοι ελέφαντες είναι ένα είδος που απειλούνταν με εξαφάνιση το 195 
αιώνα αλλά στις μέρες μας ο αριθμός τους πλησιάζει τις 175.000. Εξαιτίας της 
μείωσης του πληθυσμού που είχαν υποστεί (φαινόμενο στενωπού) μειώθηκε η 
γενετική τους ποικιλομορφία ακόμη και στα γονίδια του MHC. Τόσο στο DQA όσο και 
στο DQB γονίδιο υπάρχουν μόλις δύο αλληλόμορφα σύμφωνα με μελέτη που έγινε σε 
110 θαλάσσιους ελέφαντες (Weber et al., 2004).
Η μειωμένη ποικιλομορφία στα γονίδια του MHC σχετίζεται ακόμη και με το 
κοινωνικό σύστημα που έχουν αναπτύξει τα διάφορα είδη. Μελέτες που έχουν γίνει 
σε τρωκτικά δείχνουν ότι τα είδη Hypogeomys antimena και Macrotarsomys 
bastardi εμφανίζουν μικρότερη ποικιλομορφία σε σχέση με το είδος Etiurus 
myoxinus. Τα είδη Η. antimena και Μ. bastardi ζουν σε υποχρεωτική μονογαμία με 
αποτέλεσμα και παρουσιάζουν χαμηλό ρυθμό αναπαραγωγής με αποτέλεσμα να 
μειώνεται η γονιδιακή ροή και συνεπώς και η ποικιλομορφία. Αντίθετα το είδος 
EHurus myoxinus δεν παρουσιάζει υποχρεωτική μονογαμία με αποτέλεσμα να 
υπάρχει μεγαλύτερη ποικιλομορφία στο DQA (Sommer et al., 2002).
Έχουν προταθεί διάφορες αιτίες μείωσης της ποικιλομορφίας στο MHC. Μία 
από αυτές είναι η μειωμένη επιλεκτική πίεση που ασκείται για πολυμορφισμό 
εξαιτίας της μικρής πιθανότητας για προσβολή από παθογόνο μικροοργανισμό στο 
θαλάσσιο περιβάλλον (π.χ. στο θαλάσσιο ελέφαντα Mirounga leonine, Slade, 1992). 
Μία άλλη αιτία είναι η μη προσαρμοστική απώλεια εξαιτίας του περιορισμένου 
γεωγραφικού εύρους και των μικρών πληθυσμών (φαινόμενο στενωπού). Η 
περίπτωση αυτή έχει συμβεί σε διάφορα θηλαστικά μεταξύ των οποίων και στους
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κάστορες της Σκανδιναβίας, Castor fiber (Ellegren et al., 1993) και στον πάνθηρα, 
Aconyx Jubatus (O' Brien et al., 1985). Ο μοναχικός τρόπος ζωής ορισμένων 
ειδών προκαλεί μείωση της μεταφοράς παθογόνων μικροοργανισμών από το ένα 
άτομο του πληθυσμού στο άλλο με αποτέλεσμα να μην υπάρχει εξελικτική πίεση. Το 
φαινόμενο αυτό έχει παρατηρηθεί στα ζαρκάδια της Σουηδίας, A. A/ces (Ellegren et 
al., 1996). Τέλος, ο μειωμένος πολυμορφισμός στο ΜHC μπορεί να οφείλεται στο 
σύστημα ζευγαρώματος σε συνδυασμό με χαμηλή γονιδιακή ροή (Sommer & Tichy, 
1999).
Με δεδομένο ότι ο ορεινός λαγός είναι χερσαίο είδος και ότι δεν έχει 
παρατηρηθεί φαινόμενο μονογαμίας η μειωμένη ποικιλομορφία στο γονίδιο DQA 
πρέπει να αναζητηθεί είτε στο μοναχικό τρόπο ζωής του είτε σε κάποιο φαινόμενο 
στενωπού. Στο σημείο αυτό αξίζει να αναφερθεί ότι η κατανομή του ορεινού λαγού 
μετά την τελευταία περίοδο των παγετώνων μειώθηκε σταδιακά. Οι λαγοί αυτού του 
είδους κατοικούν πλέον στην τούνδρα, τα δάση, τους χερσότοπους της Σκοτίας και 
της Ιρλανδίας και σε μεγάλο υψόμετρο στις Αλπεις (Thulin CG., 2003). Ο κύριος 
λόγος αυτής της διάσπασης της κατανομής είναι η αλληλεπίδραση του L. timidus με 
το L. europaeus. Μία σύγκριση των κατανομών του ορεινού λαγού και του καφέ 
λαγού στην Ευρώπη δείχνει ότι εκεί που υπάρχει πλέον ο καφέ λαγός, ο ορεινός 
λαγός έχει περιοριστεί σε μεγαλύτερα υψόμετρα. Ο διαχωρισμός του κάθε είδους σε 
διαφορετικά ενδιαιτήματα φαίνεται να είναι ένα γενικότερο χαρακτηριστικό των 
λαγών (Flux, 1981).
Ένα βασικό χαρακτηριστικό των δύο πληθυσμών L. timidus και L. europaeus 
στην περιοχή της Ελβετίας είναι ότι υπάρχουν υβρίδια και προς τις δύο 
κατευθύνσεις. Ο εισδοχικός υβριδισμός και προς τις δύο κατευθύνσεις έχει δειχθεί 
τόσο με ανάλυση των ισοενζύμων όσο και με ανάλυση του μιτοχονδριακού DNA. Αυτή 
είναι η μοναδική περίπτωση υβριδισμού και προς τις δύο κατευθύνσεις. Μόνο στην 
περιοχή της Ρωσίας όπου τα δύο είδη συνυπάρχουν έχουν βρεθεί τρία άτομα τα 
οποία ενώ έχουν mtDNA του L. europaeus εμφανίζουν πυρηνικό DNA του L. 
timidus (Thulin et al., 2006). Στην περιοχή της Σκανδιναβίας, όπου τα δύο είδη 
συνυπάρχουν, έχουν βρεθεί υβρίδια που φέρουν πάντα mtDNA του L. timidus
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(Thulin et al., 1997). Σε συνθήκες αιχμαλωσίας τα θηλυκά του L. timidus 
ζευγαρώνουν αυθόρμητα με τα αρσενικά του L. europaeus και παράγουν βιώσιμους 
απογόνους, ενώ η αντίθετη διασταύρωση γίνεται μόνο με τεχνητή γονιμοποίηση 
(Gustavsson & Sundt, 1965). Ακόμη, στη Ιβηρική χερσόνησο παρόλο που το είδος L. 
timidus δεν υπάρχει στην περιοχή μετά το τέλος της τελευταίας περιόδου 
παγετώνων έχουν καταγραφεί άτομα του είδους Lepusgranatensis τα οποία φέρουν 
mtDNA του L. timidus. Πιστεύεται ότι το mtDNA του L. timidus συμβάλλει στην 
καλύτερη προσαρμογή των ατόμων αυτών στο κρύο (Melo-Ferreira et al., 2005).
Ισοενζυμική ανάλυση που έγινε στα άτομα του L. europaeus και L. timidus, 
καθώς και στα υβρίδιά τους έδειξε ότι όλα τα υβρίδια είναι δεύτερης γενιάς και άνω, 
γεγονός που αποδεικνύεται και από την ανάλυση του γονιδίου DQA.
Συμπέρασμα
Οι πληθυσμοί Lepus europaeus και Lepus timidus στην περιοχή της Ελβετίας 
αποτελούν δύο καλά διαχωρισμένα είδη. Αυτό φάνηκε και από την παρούσα ανάλυση 
καθώς τα δύο είδη είχαν τελείως διαφορετικά πρότυπα 55CP. Τα επίπεδα 
πολυμορφισμού για το Lepus europaeus (15,5%) συμφωνούν με αυτά της υπόλοιπης 
Ευρώπης και της Ανατολίας (12%). Παρατηρήθηκε μεγαλύτερος πολυμορφισμός για 
το L. europaeus από ότι για το L. timidus (10,47ο). Με δεδομένο ότι το γονίδιο DRB 
παρουσιάζει μεγαλύτερη ποικιλομορφία στο L. timidus από ότι στο L. europaeus θα 
πρέπει να μελετηθεί ο ρόλος του DQA στην εμφάνιση διαφόρων ασθενειών. Ακόμη 
πρέπει να ληφθεί υπ' όψιν η συνεχώς μειούμενη κατανομή του L. timidus. Τέλος, 
επειδή πρώτη φορά επιχειρείται η ανάλυση γονιδίων του MHC στο λαγό πρέπει να 
γίνουν περαιτέρω έρευνες ποικιλομορφίας των γονιδίων του MHC και σε άλλους 
πληθυσμούς του Lepus europaeus και Lepus timidus, καθώς και σε άλλα είδη του 
γένους Lepus για να υπάρξει συσχετισμός των αποτελεσμάτων.
59
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 01:40:24 EET - 137.108.70.7
Βιβλιογραφία
Abbas A., Lichtman A:Βασική Ανοσολογία, Ιατρικές εκδόσεις Π.Χ. Πασχαλίδης, 
2004: σελ 51- 77
Ainsworth P.J., Surh L.C., Coulter-Mackiel Μ.Β: Diagnostic single strand 
conformational polymorphism, (SSCP): a simplified non-radioisotopic method as 
applied to a Tay-Sachs Bi variant. Nucleic Acids Research 19: 405-406, 1991 
Angerbojorn. A., J. Flux: Lepus timidus, Mammalian Species, 495: 1-11,1995 
Atkinson L, Adams ES: Double-stranded conformation polymorphism (DSCP) 
analysis of the mitochondrial control region generates high variable markers for 
population studies in a social insect. Insect Molecular Biology 6: 369-376, 1997 
Bansfield, A: Mammals of Canada. Toronto: University of Toronto Press, 1974 
Barton N. H., Charlesworth B: Genetic revolutions, founder effect and 
speciation. Ann. Rev. Ecol. Syst. 15: 133-164, 1984
Barton N. H., Hewitt G. M.: Analysis of hybrid zones. Annu. Rev. Ecol. Syst. 
16:113-148, 1985
Bernatchez L., Savard L.# Dodson J.( Pallota D: Mitochondrial DNA sequence 
heterogeinity among James-Hudson Bay anadromous coregonines. Finnish Fish 
Research 9: 17-26,1988
Bingulac-Popovic J, Figueroa F, Sato A, Talbot WS, Johnson SL, Gates M, 
Postlethwait JH, Klein J: Mapping of mhc class I and class II regions to 
different linkage groups in the zebrafish, Danio rerio. Immunogenetics 46:129, 
1997
Bonino, N., A. Montenegro: Reproduction of the European hare in Pantagonia, 
Argentina. Acta Theriologica, 42(1): 47-54,1997
Boyson JE, Shufflebotham C, Cadavid LF, Urvater J A, Knapp LA, Hughes 
AL, Watkins DI: The MHC class I genes of the rhesus monkey. Different 
evolutionary histories of MHC class I and II genes in primates. Journal of 
Immunology 156:4656,1996
Broekhuizen S., F. Maaskamp: Behaviour of does and leverets of the European 
hare (Lepus europaeus) whilst nursing. J. Zool. Lond., 191: 487-501,1980 
Caillol Μ., M. Meunier, M. Mondain-Monval, P. Simon: Seasonal variations in 
testis size, testosterone and LH basal levels, and pituitary response to 
luteinizing hormone releasing hormone in the brown hare, Lepus europaeus. Can. 
J. Zool., 67: 1626-1630,1988
Carrington M, Nelson GW, Martin MP, Kissner T, Vlahov D, Goedert JJ, 
Kaslow R, Buchbinder S, Hoots K, O'Brien SJ: HLA and HIV-1: heterozygote 
advantage and B*35-Cw*04 disadvantage. Science 283:1748,1999 
Corbet G., S. Harris: The Handbook of British Mammals, Oxford: Blackwell 
Scientific Publications, 1991
Dragg A: Mammals of Ontario. Waterloo, Ontario: Otter Press, 1974 
Dobzhansky T: Speciation as a stage in Evolutionary divergence. American 
Naturalist, 74: 312±321,1940
60
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 01:40:24 EET - 137.108.70.7
Fain M.A., Zhao T., Kindt T.J.: Improved typing procedure for the 
polymorphic single-copy RLA-DQA gene of the rabbit reveals a new allele. Tissue 
Antigens 57: 332-338, 2001
Futuyma D.J: Εξελικτική Βιολογία, Πανεπιστημιακές Εκδόσεις Κρήτης, 2η έκδοση, 
1995: σελ 275-313
Ellegren Η., Hartman G., Johansson Μ., Andersson L: Major
histocompatibility complex monomorphism and low levels of DNA fingerprinting 
variability in a reintroduced and rapidly expanding population of beavers. Proc 
Natl Acad Sci USA 90: 8150-8183, 1993
Ellegren H., Mikko S., Wallin K., Andersson L: Limited polymorphism at 
major histocompatibility complex (MHC) loci in the Swedish moose A. alces. Mol. 
Ecol. 5: 3-9,1996
Endler J. A: Geographic variation, speciation and dines. Princeton University 
Press, Princeton, New Jersey, 1977
Flajnik MF, Canel C, Kramer J, Kasahara M: Which came first, MHC class I 
or class II? Immunogenetics 33:295,1991
Flux, J.E.C.: Field observations of behaviour in the genus Lepus. In:
Proceedings of the World Lagomorph Conference (Ed. by K. Myers & C.D.
Maclnnes), pp. 377-394. University of Guelph, Guelph, Australia, 1981
Hall E., K. Kelson: Mammals of North America. New York: The Ronald Press Co.,
1959
Hamilton W., J. Whitaker: Mammals of the Eastern United States. 2nd ed. 
Ithica, NY: Cornell University Press, 1943
Han R, Breitburd F, Marche PN, Orth G: Linkage of regression and malignant 
conversion of rabbit viral papillomas to MHC class II genes. Nature 356: 66- 8, 
1992
Han R, Breiburd F, Marche P, Orth G: Analysis of the nucleotide sequence 
variation of the antigen-binding domain of DRa and DQa molecules as related to 
the evolution of papilloma virus-induced warts in rabbits. J Invest Dermatol 103: 
376-80,1994
Harrison R. G: Hybrid zones and the evolutionary process. Oxford Univ. Press, 
New York, 1993
Hughes AL, Nei M: Pattern of nucleotide substitution at major
histocompatibility complex class I loci reveals overdominant selection. Nature 
335:167, 1988
Hughes AL, Nei M: Nucleotide substitution at major histocompatibility complex 
class II loci: evidence for overdominant selection. Proceedings of the National 
Academy of Sciences USA 86:958,1989
Hughes AL, Nei M: Evolutionary relationships of class II major-
histocompatibility- complex genes in mammals. Molecular Biology & Evolution 
7:491, 1990
Hughes AL, Nei M: Evolutionary relationships of the classes of major 
histocompatibility complex genes. Immunogenetics 37:337,1993 
Gustavsson I., Sundt C.O: Anwendung von kuenstlicher befruchtung bei der 
hybridisierung von zwei hasenarten. Z. Jagdwiss 11: 155-158, 1965
61
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 01:40:24 EET - 137.108.70.7
Gyllensten UB, Erlich HA: Ancient roots for polymorphism at the HLA-DQ 
alpha locus in primates. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 
86:9986, 1989
Kaneshiro K.Y: The dynamics of sexual selection and founder effects in 
speciation formation. In: Genetics, Speciation, and the Founder Principle (L. 
biddings, K. Kaneshiro & W. Anderson, eds), pp. 279-296. Oxford University 
Press, Oxford, 1989
Kasahara M, Vazquez M, Sato K, McKinney EC, Flajnik MF: Evolution of the 
major histocompatibility complex: isolation of class II A cDNA clones from the 
cartilaginous fish. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 
89:6688, 1992
Kasahara M, Hayashi M, Tanaka K, Inoko H, Sugaya K, Ikemura T, 
Ishibashi T: Chromosomal localization of the proteasome Z subunit gene reveals 
an ancient chromosomal duplication involving the major histocompatibility 
complex. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 93:9096,1996 
Kasahara M, Nakaya J, Satta Y, Takahata N: Chromosomal duplication and 
the emergence of the adaptive immune system. Trends in Genetics 13:90, 1997 
Kaufman J, Skjoedt K, Salomonsen J: The MHC molecules of nonmammalian 
vertebrates. Immunological Reviews 113:83,1990
Kelley J., Walter L., Trowsdale J: Comparative genomics of major
histocompatibility complexes. Immunogenetics 56: 683-695, 2005
Kennedy L.J., Carter S.D., Barnes A., Bell S., Bennett D., Ollier W.E.R.,
Thomson W: DLA-DQA1 polymorphisms in dogs defined by sequence-specific
oligonucleotide probes (SSOP) Tissue Antigens 55: 257-261, 2000
Klein J, O'hUigin C: Composite origin of major histocompatibility complex genes
[Review], Current Opinion in Genetics & Development 3:923,1993
Klein J, Sato A: Birth of the major histocompatibility complex. Scandinavian
Journal of Immunology 47:199,1998
Lawlor DA, Ward FE, Ennis PD, Jackson AP, Parham P: HLA-A and B 
polymorphisms predate the divergence of humans and chimpanzees. Nature 
335:268,1988
Lawlor DA, Zemmour J, Ennis PD, Parham P: Evolution of class-I MHC genes 
and proteins: from natural selection to thymic selection. Annual Review of 
Immunology 8:23,1990
Lesica P., Allendorf F.W: When are peripheral populations valuable for 
conservation? Conservation Biology 9: 753-760,1995
Lincoln G: Reproduction and March madness in the Brown hare, Lepus europaeus. 
J. Zool. Lond., 174: 1-14, 1974
Matsunaga T, Rahman A: What brought the adaptive immune system to 
vertebrates? Immunological Reviews 166:177,1998
Mayr E: Animal Species and Evolution. 2nd edn. Harvard University Press, 
Cambridge, MA, 1969
Melo-Ferreira J., Boursot P., Suchentrunk F., Ferrand N., Akves C:
Invasion from the cold past: introgression of mountain hare (Lepus timidus)
62
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 01:40:24 EET - 137.108.70.7
mitochondrial DNA into three other species in northern Iberia. MoI.Ecol. 14: 
2459-2464, 2005
Miller MM, Soto R, Bernot A, Zoorob R, Auffray C, Bumstead N, Briles
WE: Two Mhc class I and two Mhc class II genes map to the chicken Rfp-Y 
system outside the B complex. Proceedings of the National Academy of Sciences 
USA
Mullis K.B., Faloona F.A: Specific synthesis of DNA in vitrovia a polymerase -
catalyzed chain reaction. Methods in Entomology 155: 335-350,1987
Nei M.( Hughes AL: Polymorphism and evolution of the major histocompatibility
complexloci in mammals. In: Selander RK, Clark AG, Whittam TS (eds) Evolution
at the molecular level. Sinauer, Sunderland, Mass: 222-247,1991
Nei M, Gu X, Sitnikova T: Evolution by the birth-and-death process in
multigene families of the vertebrate immune system. Proceedings of the
National Academy of Sciences USA 94:7799, 1997
Nonaka M, Namikawa C, Kato Y, Sasaki M, Salter-Cid L, Flajnik MF: Major 
histocompatibility complex gene mapping in the amphibian Xenopus implies a 
primordial organization. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 
94:5789, 1997
O’ Brien SJ., Wildt DE.( Goldman D., Merril CR., Bush M: The cheetah is
depauperate in genetic variation. Science 221: 459-462,1985
Oedeen A. A Florin A.-B: Sexual selection and peripatric speciation: the
Kaneshiro model revisited J. Evol.. Biol. 15: 301-306, 2002
Ognev, S: Mammals of the U.S.S.R. and Adjacent Countries, Jerusalem: Israel
Program for Scientific Translations, 1966
Ohno S: The ancestor of the adaptive immune system was the CAM system for 
organogenesis. Experimental A Clinical Immunogenetics 4:181, 1987 
Okamura K, Ototake M, Nakanishi T, Kurosawa Y, Hashimoto K: The most 
primitive vertebrates with jaws possess highly polymorphic MHC class I genes 
comparable to those of humans. Immunity 7:777,1997
Orita Masato, Suzuki Youichi, Sekiya Takao, Hayashi Kenshi: Rapid and 
sensitive detection of point mutations and DNA polymorphisms using the 
polymerase chain reaction. GENOMICS 5: 874-879, 1989
Orti G., Hare P., Avise J.C: Detection and isolation of nuclear haplotypes by 
PCR -SSCP. Molecular ecology6: 575-580,1997
Parham P, Adams EJ, Arnett KL: The origins of HLA-A,B,C polymorphism. 
[Review], Immunological Reviews 143:141,1995
Parham P, Ohta T: Population biology of antigen presentation by MHC class I 
molecules. Science 272:67,1996
Parham P, Arnett KL, Adams EJ, Little AM, Tees K, Barber LD, Marsh SG, 
Ohta T, Markow T, Petzl-Erler ML: Episodic evolution and turnover of HLA-B 
in the indigenous human populations of the Americas. Tissue Antigens 50:219, 
1997
Parham P: Virtual reality in the MHC. Immunol Rev 167: 5-16,1999 
Peterson R: The Mammals of Eastern Canada. Oxford University Press, 1966
63
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 01:40:24 EET - 137.108.70.7
Poll A., M. Nigro, D. Gallazi, G. Sironi, A. Lavazza: Acute hepatosis in the 
european brown hare (Lepus europaeus) in Italy. Journal of Wildlife Diseases, 
27(4): 621-629,1991
Potts WK, Wakeland EK: Evolution of MHC genetic diversity: a tale of incest, 
pestilence and sexual preference. Trends in Genetics 9: 408, 1993 
Potts WK, Slev PR: Pathogen-based models favoring MHC genetic diversity 
[Review], Immunological Reviews 143: 181, 1995
Saiki R. K., Gelfand D. H., Stoffel S., Scharf S. J., Higuchi R., Horn 
G.T., Mullis K.B., Erich H.A: Primer detected amplification of DNA with a 
thermostable DNA polymerase. Science 239:487-491, 1988 
Seddon J., Ellegren H: MHC class II genes in European wolves: a comparison 
with dogs. Immunogenetics 54: 490-500, 2002
Simpson G.G: Tempo and mode of evolution. Columbia University Press, New 
York, 1944
Slade R: Limited MHC polymorphism in the southern elephant seal: implications 
for MHC evolution and marine mammal population biology. Proc R Soc Lond B 
249:163-171,1992
Smulders Snoek L.B., Booy G., Vosman B: Complete loss of MHC
diversity in the common hamster (Cricetus cricetus) population in The 
Netherlands. Consequence for conservation strategies. Conservation Genetics 4: 
441-451, 2003
Sommer S., Tichy H: MHC class II polymorhism and paternity in the 
monogamous Hypogeomys antimena, the endangered, largest endemic Malagasy 
rodent. Mol. Ecol. 8: 1259-1272, 1999
Sommer S., Schwab D., Ganzhorn J: MHC diversity of endemic Malagasy 
rodents in relation to geographic range and social system. Behav. Ecol. Sociobiol. 
51: 214-221, 2002
Stanley S. M: Macroevolution: pattern and process. Freeman, San Francisco, 
1979
Stebbins G.L: Variation and evolution in plants. Columbia University Press, New 
York, 1950
Sunnucks P., Wilson A. C. C., t Beheregaray L. B., Zenger K., French J., 
Taylor A. C. ψ: SSCP is not so difficult: the application and utility of single- 
stranded conformation polymorphism in evolutionary biology and molecular 
ecology. Molecular Ecology 9: 1699-1710, 2000
Templeton A. R: Mechanisms of speciation - a population genetic approach. 
Annu. Rev. Ecol. Syst. 12:23-48,1981
Thio CL, Carrington M, Marti D, et al.: Class II HLA alleles and hepatitis B 
virus persistence in Afr'\cor\ Americans. Journal of Infectious Diseases 
179:1004, 1999
Thulin CG., Jaarola M., Tegelstr H: The occurrence of mountain hare 
mitochondrial DNA in wild brown hare. Mol. Ecol. 6: 463-467, 1997 
Thulin CG: The distribution of mountain hare Lepus timidus in Europe: a 
challenge from brown hares L. europaeus? Mammal Review 33: 29-42,2003
64
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 01:40:24 EET - 137.108.70.7
Thulin CG., Fang M., Averianov A:Introgression from Lepus europaeus to L. 
timidus in Russia revealed by motochondrial single nucleotide polymorphisms and 
nuclear microsatellites. Hereditas, 2006
Thursz MR, Thomas HC, Greenwood BM, Hill AV: Heterozygote advantage 
for HLA class-II type in hepatitis B virus infection [letter]. Nature Genetics 
17:11, 1997
Vuilleumier F: Zoogeography of Andean birds: two major barriers; and
speciation and taxonomy of the Diglossa carbonaria superspecies. Research
Report of the National Geographic Society, 16: 713±731, 1975
Vuilleumier F: Some reflections about speciation in birds. Compte-Rendu des
seances de la Societe de Biogeographie, 68,137±147 : 1992
Weber D., Stewart B., Schienman J., Lehman N: Major histocompatibility
complex variation at three class II loci in the northern elephant seal. Molecular
Ecologyl3: 711-718, 2004
Zangenberg G, Huang MM, Arnheim N, Erlich H: New HLA-DPB1 alleles 
generated by interallelic gene conversion detected by analysis of sperm. Nature 
Genetics 10: 407,1995
65
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 01:40:24 EET - 137.108.70.7
